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Resumo 
  
Os compostos polifenólicos são largamente distribuídos na Natureza e possuem 
actividade biológica relevante, principalmente actividade antioxidante. No entanto, a sua 
baixa estabilidade e solubilidade em meio lipofílico, limita a aplicação prática destes 
compostos. 
 A acilação biocatalítica de polifenóis recorrendo a enzimas isoladas tem sido 
considerada uma estratégia eficaz e promissora, uma vez que, além de melhorar a 
biodisponibilidade e as propriedades físico-químicas, não afecta negativamente a sua 
actividade biológica. 
 Neste trabalho, realizou-se a semi-síntese de novos derivados da rutina através de 
reacções de acilação regiosselectiva utilizando a lipase B de Candida antárctica (CALB) 
como catalisador. Na fase inicial, foi feito um estudo cuidadoso da influência da estrutura do 
substrato flavonóide e do agente acilante, da enzima e do meio reaccional, que são variáveis a 
ter em consideração na acilação enzimática. A polidatina e a naringina, que têm em comum 
com a rutina o facto de serem compostos polifenólicos glicosilados, foram submetidas às 
mesmas reacções de acilação enzimática, com o objectivo de comparar os resultados, em 
termos de reactividade e de regiosselectividade, e ainda, de obter novos derivados com 
potencial actividade biológica.  
 Este trabalho de investigação permitiu a síntese e caracterização estrutural de um 
conjunto de novos derivados acilados de compostos poli-hidroxilados com actividade 
biológica reconhecida. 
 Palavras-chaves: Compostos polifenólicos, actividade antioxidante, enzimas, rutina, 
CALB, flavonóide, agente acilante, meio reaccional, acilação enzimática, polidatina, 
naringina, regiosselectividade. 
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Abstract 
 
The polyphenolic compounds are widely distributed in Nature and possess significant 
biological activity, mainly antioxidant activity. However, their low stability and solubility in 
lipophilic limits their practical application. 
 The biocatalytic acylation of these compounds using isolated enzymes has been 
considered an effective and promising strategy as well as improving the bioavailability and 
the physico-chemical properties, does not adversely affect their biological activity. 
 In this work the semi-synthesis of rutin via regiosselective acylation reactions using 
Candida antarctica lipase B (CALB) as catalyst was performed. In the inical phase, a careful 
study of the influence of the structure of flavonoid substrate and the acyl donor, enzyme and 
reaction medium, which are variables to consider in the enzymatic acylation was made. 
Polydatin and naringin, which have in common with rutin the glycosylated polyphenol 
structure, were subjected to the same enzymatic acylation reactions, in order to compare the 
results in terms of reactivity and regiosselectivity, and to obtain new derivatives with potential 
biological activity. 
 This research led to the synthesis and structural characterization of a set of new 
acylated derivatives of polyhydroxylated compounds with known biological activity. 
 Key words: polyphenolic compounds, antioxidant activity, enzymes, rutin, CALB, 
flavonoid, acyl donor, reaction medium, enzymatic acylation, polydatin, naringin, 
regiosselectivity.  
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I. Introdução geral 
 
I.1. Biocatálise: princípios e aplicações 
 
As enzimas são proteínas naturais com funções catalíticas que permitem atingir a 
velocidade e a coordenação de uma série de reacções químicas indispensáveis à manutenção 
da vida (Gulder, 2009). De facto, as transformações químicas que ocorrem nos sistemas vivos 
são promovidas por inúmeras enzimas que catalisam a conversão de um conjunto de 
substratos em produtos específicos (Gonzaga de Oliveira e Mantovani, 2009). Assim, as 
enzimas actuam como catalisadores altamente selectivos, de tal forma que conseguem 
catalisar reacções específicas em substratos específicos. 
É importante salientar que muitas enzimas são capazes de promover a transformação 
de vários substratos em produtos que são dificilmente obtidos por vias químicas 
convencionais, assim como de actuar em reacções nas quais não existem alternativas 
químicas. 
 O termo biocatálise, que abrange os processos em que os catalisadores biológicos, 
células ou enzimas isoladas, são utilizados para promover a transformação de moléculas num 
número limitado de etapas enzimáticas, tem encontrado um campo de aplicação cada vez mais 
vasto nos últimos anos. De facto, o uso de enzimas na síntese química tornou-se numa 
alternativa preciosa para os químicos orgânicos por serem catalisadores selectivos e eficientes 
sob condições reaccionais suaves (Bommarius e Riebel, 2004a; Hari Krishna, 2002; Schulze e 
Wubbolts, 1999). 
A biocatálise é uma área interdisciplinar, pois a biologia, a química e a engenharia 
química são as três disciplinas que contribuem para o sucesso da sua prática. Tem uma grande 
aplicação em síntese na indústria química, farmacêutica, na biorremediação e na medicina, ao 
nível de análise e diagnóstico (Bommarius e Riebel, 2004a). 
O aumento da disponibilidade de enzimas, a percepção de que muitas enzimas são 
capazes de transformar um largo espectro de substratos não naturais e o facto de o uso de 
enzimas constitui uma das tecnologias mais “verdes” para a síntese de moléculas bioactivas 
levaram a um crescente interesse pela utilização de enzimas como catalisadores de reacções 
(Barbayanni e Kokofos, 2012; García-Junceda et al., 2004). 
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I.1.1. Classes de enzimas 
  
As enzimas são classificadas em seis classes pela Enzyme Commission, da 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB), em sintonia com a 
Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), de acordo com o tipo de 
reacção que catalisam. Cada classe pode, ainda, ser dividida em sub-classses e sub-grupos. As 
enzimas podem ser classificadas com base na natureza do substrato, no tipo de grupo 
funcional transferido e na natureza da ligação envolvida na reacção (Boyce e Tipton, 2005; 
Hari Krishna, 2002; Hoh e Villela, 2006). 
As oxido-redutases catalisam reacções de oxidação/redução, o que significa que 
actuam nos substratos através da transferência de electrões. Estas enzimas transferem 
hidrogénio, oxigénio e/ou electrões entre moléculas, e o seu nome sistemático é baseado no 
tipo de dador/aceitador oxido-reductase. A esta classe pertencem as desidrogenases (enzimas 
que catalisam a transferência de hidrogénio), as oxidases (enzimas que transferem oxigénio 
molecular), as oxigenases (enzimas que catalisam a transferência de oxigénio a partir de 
oxigénio molecular) e as peroxidases (enzimas que transferem electrões para peróxidos). 
Muitas oxido-redutases são dependentes de cofactores, os quais fornecem ou aceitam 
os equivalentes de oxidação ou de redução. Os cofactores mais comuns são NADH/NAD
+
, 
NADPH/NADP
+
, FADH/FAD
+
, ATP/ADP e PQQ. Os cofactores são, geralmente, muito 
caros não podendo ser usados em quantidades estequiométricas. Deste modo, um sistema de 
regeneração do cofactor eficaz é necessário para a aplicação destas enzimas em processos 
industriais. O uso de uma segunda enzima que necessite do mesmo cofactor ou a adição de 
um segundo substrato, têm sido consideradas estratégias eficientes para uma utilização 
adequada destas enzimas. Uma outra estratégia interessante tem sido a utilização de células 
inteiras em vez de enzimas isoladas (Hari Krishna, 2002). 
As transferases catalisam a transferência de grupos funcionais, por exemplo, acilo, 
fosforilo, glicosilo ou amino, de um dador para um aceitador adequado, com elevada régio- e 
estereosselectividade. 
As transferases possuem aplicação industrial limitada, visto que podem originar  
reacções paralelas, os rendimentos são baixos, e os grupos transferidos para os substratos são 
muito caros ou os seus produtos não são facilmente recicláveis. Contudo, poderão assumir 
uma grande importância no futuro se estes problemas forem resolvidos. 
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As hidrolases catalisam a clivagem hidrolítica de ligações C-O, C-N, C-C, P-O, entre 
outras. Na reacção inversa, na ausência de água, catalisam a formação dessas ligações. O seu 
campo de aplicação inclui a hidrólise de polissacarídeos, nitrilos, proteínas, lípidos, e 
esterificação de ácidos gordos. Muitas destas enzimas são usadas em reacções de 
processamento para degradar proteínas, carbohidratos e lípidos, em formulações de 
detergentes, e na indústria alimentar. Elas podem ser divididas em três grupos: esterases 
(catalisam a hidrólise de ésteres), proteases (catalisam a hidrólise de peptídeos) e lipases 
(catalisam a hidrólise de acilgliceróis). 
As hidrolases são as enzimas mais utilizadas em processos industriais. A utilização da 
biomassa, com a ajuda de celulases (um grupo de hidrolases) para produzir substâncias 
químicas com alto grau de pureza, é uma das áreas de investigação de maior interesse dessas 
enzimas (Illanes et al., 2012). 
As liases catalisam a clivagem não hidrolítica de ligações C-C, C-N, C-O, por 
reacções de eliminação dando produtos com dupla ligação. Na reacção inversa, catalisam a 
adição de grupos à dupla ligação do substrato. São exemplos desta classe de enzimas a 
fumarase, a aspartase, as descarboxilases, as desidratases, aldolases e as oxinitrilases. As 
liases ganharam importância ao nível industrial devido ao facto de as reacções de ruptura de 
ligações (liase) poderem ser revertidas (sintetase). 
As isomerases catalisam alterações estruturais e geométricas dentro da mesma 
molécula e tornam possível o uso de substratos baratos para obter produtos de elevado valor. 
Dependendo do tipo de isomerismo, estas enzimas podem ser consideradas epimerases, 
racemases, cis-trans isomerases, tautomerases ou mutases. A enzima mais bem conhecida 
deste grupo é a glucose isomerase, usada na produção industrial de frutose.  
As ligases catalisam a formação de ligações C-O, C-S, C-N e C-C entre duas 
moléculas, acompanhada de hidrólise de uma ligação pirofosfato no ATP ou num trifosfato 
semelhante. Como exemplo desta classe de enzimas temos a DNA ligase, usada em biologia 
celular. Esta classe de enzimas não tem aplicação em biocatálise. 
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I.1.1.1.Relevância das lipases como biocatalisadores 
 
As hidrolases catalisam a clivagem hidrolítica de ligações C-O, C-N, C-C, P-O, entre 
outras. Possuem um vasto campo de aplicação, que inclui a hidrólise de polissacarídeos, 
nitrilos, proteínas, lípidos, e esterificação de ácidos gordos (Hari e Krisma, 2002). 
As hidrolases são estáveis, não requerem cofactores, estão facilmente disponíveis, são 
versáteis, aceitam uma grande variedade de substratos não naturais e exibem elevada químio-, 
regio- e enantiosselectividade. Estas características fazem das hidrolases a classe de enzimas 
com maior aplicabilidade industrial (Carrea e Riva, 2000). 
As lipases encontram-se entre os biocatalisadores mais usados na síntese orgânica. 
Este facto está fortemente relacionado com a elevada disponibilidade comercial destas 
enzimas, a sua ampla especificidade e sua estabilidade em solventes orgânicos (Kapoor e 
Gupta, 2012). As lipases podem ser extraídas de plantas, animais e microorganismos naturais 
ou recombinantes, e têm sido descobertas várias aplicações biotecnológicas interessantes 
destas enzimas nas indústrias farmacêuticas e alimentares e na produção de biodiesel (Seth et 
al., 2014; Stergiou et al., 2013). O papel fisiológico das lipases é a conversão de triglicerídeos 
em di- ou monoglicerídeos, ácidos gordos e glicerol. Lipases, que são serina hidrolases, 
catalisam uma vasta gama de reacções, incluindo esterificação, inter-esterificação, 
transesterificação, alcoólise, acidólise e aminólise, bem como a hidrólise de carbonatos 
orgânicos. O mecanismo catalítico das lipases envolve três resíduos, nomeadamente a serina, 
histidina e aspartato/glutamato.É importante também realçar que qualquer processo catalisado 
pelas lipases (incluindo síntese) é influenciado pela estabilidade e selectividade das mesmas 
no meio reaccional, transferência de massa, estrutura do substrato, entre outros factores. Além 
disso, deve-se ter em consideração que as lipases são capazes de reter água, uma vez que 
necessitam de uma superfície interfacial para actuarem (Stergiou et al., 2013; Vakhlu e Kour, 
2006), sendo necessária uma quantidade mínima de água, a qual varia com o sistema 
lipase/solvente.  
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I.1.2. Mecanismo catalítico das serina-hidrolases 
 
A arquitectura da tríade catalítica das lipases e das serina-proteases são semelhantes, o que 
permitiu a importante conclusão de que o mecanismo catalítico dessas duas sub-classes de 
enzimas é semelhante. Essa tríade catalítica, constituída por serina, histidina e aspartato (ou 
glutamato), actua como um sistema de charge relay (Brady et al., 1990; Cais e Theil, 2002; 
Bommarius e Riebel, 2004b). 
A primeira etapa do mecanismo catalítico das lipases, a acilação, inicia-se com o 
carboxilato do resíduo de ácido aspártico que estabelece uma ponte de hidrogénio com a 
histidina e, por sua vez, o azoto da histidina liga-se ao álcool da serina também por uma ponte 
de hidrogénio. O resultante deste sistema de cedência de carga, o oxianião da serina, ataca o 
carbono carbonílico do primeiro substrato, R1COOR2, formando assim o intermediário 
tetraédrico, a acil-enzima, e libertando o primeiro grupo, R2OH (figura 1).  
Na segunda etapa, de desacilação, o grupo acilo da serina é transferido para o nucleófilo, 
ou segundo substrato, R3OH, que no ambiente fisiológico é a água, para formar o segundo 
produto, R1COOR3, regenerando a enzima livre.  
É importante realçar que a estabilização dos intermediários oxianião por ligações de 
hidrogénio a grupos amina de outros aminoácidos (Oxyanion hole) é fundamental para a 
função catalítica da enzima (Brady et al., 1990; Muralidhar et al., 2002; Bommarius e Riebel, 
2004b). 
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Fig 1. Mecanismo catalítico das serina-hidrolases. 
 
I.1.3. Selectividade das lipases 
 
A produção de intermediários quirais enantiomericamente puros através de métodos 
biocatalíticos tem tido uma importância aumentada nas indústrias farmacêuticas. As reacções 
biocatalíticas são, normalmente, altamente regio- e enantioselectivas e com extraordinária 
taxa de acelaração, dada a natureza quiral das enzimas. Estas reacções podem ser 
desenvolvidas a temperaturas moderadas e pressão atmosférica, evitando assim o uso de 
condições reaccionais extremas (Patel, 2006). 
É importante realçar que as enzimas são catalisadores naturais ecologicamente vantajosos, 
uma vez que são biodegradáveis e provêm de fontes renováveis. Geralmente são pouco 
dispendiosas e reutilizáveis. 
Uma característica importante das lipases é a selectividade, ou seja, a sua capacidade de 
distinguir entre dois substratos diferentes, entre dois grupos funcionais no mesmo substrato ou 
entre dois estereoisómeros. A selectividade das lipases para os seus substratos pode ser de três 
tipos: 
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• Regiosselectividade ou selectividade posicional: as lipases podem ser selectivas para 
um ou dois grupos semelhantes na mesma molécula do substrato. As lipases podem ser 
classificadas em três grupos com base na sua capacidade de hidrolisar triacilgliceróis (Ribeiro 
et al., 2011; Krishna e Karanth, 2002; Gupta et al., 2004): 
a) Lipases não selectivas: as que catalisam reacções em todos os grupos hidroxilo do 
triglicerídeo e, por isso, podem remover ácidos gordos a partir de qualquer posição do 
triglicerídeo (Ribeiro et al., 2011; Krishna e Karanth, 2002; Macrae e Hammonde, 1985; 
Uhlig, 1998; Saxena et al., 1999). Estas lipases catalisam a hidrólise completa de 
triglicerídeos em glicerol e ácidos gordos livres. Di-acilgliceróis e mono-acilgliceróis são 
formados para actuarem como intermediários na mistura reaccional (Ribeiro et al., 2011; 
Saxena et al., 1999). Estes intermediários são hidrolisados mais rapidamente que os 
triacilgliceróis, sendo assim, não acumulam na reacção (Saxena et al., 1999) (figura 2).  
 
 
Fig 2. Esquema geral de uma reacção catalisada por uma lipase não específica 
 
b) Lipases selectivas para as posições 1 e 3 de triglicerídeos: as que apenas catalisam 
as reacções em grupos hidroxilo primários de triacilgliceróis (Ribeiro et al., 2011; Krishna e 
Karanth, 2002; Macrae e Hammonde, 1985; Uhlig, 1998; Saxena et al., 1999). Assim, estas 
lipases produzem ácidos gordos, preferencialmente, a partir das posições 1 e 3 para se obter o 
ácido gordo livre e o di- e o mono-acilglicerol (figura 3). 
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Fig 3. Esquema geral de uma reacção catalisada por uma lipase específica às posições 1 e 3 de triglicerídeos. 
 
c) Lipases selectivas aos ácidos gordos: algumas lipases preferem a hidrólise de ésteres 
formados a partir de ácidos gordos de cadeia longa com ligação dupla entre o carbono 9 (C-9) 
e o carbono 10 (C-10) (Krishna e Karanth, 2002; Jensen, 1974), como é o caso das lipases 
provenientes da espécie Geotrichum candidum e das sementes não germinadas da aveia. 
  • Selectividade ao substrato: as lipases exibem selectividade não apenas para ésteres de 
certos ácidos gordos (tipo e comprimento da cadeia) mas para ésteres de substratos alcoólicos 
específicos (Jensen et al., 1983). 
Algumas lipases têm preferência para ésteres de certos ácidos gordos ou grupos de 
ácidos gordos. Por exemplo, a lipase da espécie Aspergillus flavus apresenta uma maior 
preferência para o composto tricaprina do que para a trioleína (Long et al., 1998). Um outro 
exemplo consiste no facto das lipases das espécies de Candida rugosa e Rhizopus miehei 
terem maior preferência para o ácido oleico do que para o ácido eládico enquanto que a lipase 
da Candida antarctica (CAL) prefere o ácido eládico em vez do ácido oleico (Borgdorf e 
Warwel, 1999). 
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A actividade das lipases para diferentes classes de álcoois varia de acordo com a 
seguinte ordem: álcoois primários > álcoois secundários > álcoois terciários (Kuo e Parkin, 
1993). Os álcoois terciários e seus ésteres são substratos fracos para as lipases (O´Hagan e 
Zaid, 1994; Bosley et al., 1997). Yeo et al. (1998) apresentaram uma nova lipase da espécie 
Burkholderia sp. YY62 que hidrolisa ésteres t-butilos com grande eficácia e descobriram que 
esta lipase tinha uma maior preferência para o t-butil octanoato quando comparada com t-butil 
palmitato e estearato. Outras lipases, como a lipase pancreática do porco (Zaks e Klibanov, 
1984), lipase da Candida rugosa (O´Hagan e Zaid, 1994; Zaks e Klibanov, 1984) e a lipase A 
da Candida antárctica (CALA) (Krishna et al., 2002) têm mostrado uma actividade limitada 
para estes substratos.  
 A selectividade das lipases não se resume apenas aos triglicerídeos e ésteres alifáticos. 
Outros compostos tais como ésteres alicíclicos, bicíclicos e aromáticos, tioésteres e aminas 
activadas podem  ser substratos aceites pelas lipases (Schmid e Verger, 1998; Ghanem, 2007; 
Zaks e Klibanov, 1984; Gutman e Shapira, 1995). Por exemplo: a lipase da espécie Rhizopus 
miehei aceita uma grande variedade de álcoois contendo diversos grupos funcionas tais como 
o ciclo-hexilmetanol e o metoxipropanodiol (Miller et al., 1988). Um grande número de 
reacções catalisadas pelas lipases usando substratos não naturais têm sido publicadas na 
literatura (Schmid e Verger, 1998; Ghanem, 2007; Sergeeva et al., 2000; Sangeetha et al., 
2003).  
Esta grande diversidade de substratos não naturais para os quais as lipases mostram 
regiosselectividade pode ser explicada pelas diferenças no arranjo tridimensional dos 
aminoácidos no local activo (Pleiss et al., 1998).  
 • Estereoselectividade: as lipases exibem selectividade para um dos dois estereoisómeros de 
um substrato quiral. As lipases podem exibir uma estereoselectividade que pode ser 
considerada insignificante assim como podem ser altamente estereoselectivas (Kappor e 
Gupta, 2012). A estereoselectividade desta classe de enzimas depende da estrutura do 
substrato, da interacção no sítio activo e das condições reaccionais (Murhalidar et al., 2002). 
Por exemplo, numa mistura racémica do sulcatol, um álcool quiral sinteticamente e 
industrialmente muito utilizado, Tielman et al. (2014) procederam à sua resolução cinética 
através da lipase da éspecie Burkholderia cepacia (BcL) imobilizada à temperatura ambiente, 
utilizando éter metil-tert-butílico (MTBE) e tetra-hidrofurano (THF) como solventes. Este 
processo de resolução cinética permitiu um aumento da estereoselectivade (E=40) 
comparativamente ao uso da enzima não imobilizada. Quando o MTBE foi utilizado como 
solvente, a reacção decorreu a uma velocidade maior mas com uma taxa de estereoselectidade 
muito baixa, ao contrário do que se verificou com o THF, onde apesar de a reacção ser lenta, a 
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enantioselectividade da enzima foi superior. Estes dados reforçam a ideia de que o tipo de 
solvente utilizado influencia significativamente a estereoselectidade reaccional. Esta 
metodologia permite que a enzima seja utilizada dez vezes sucessivamente sem 
compromenter a sua actividade e enantioselectividade (figura 4). 
 
Fig 4. Resolução cinética de (+-)-sulcatol (rac-3). 
 
 Com o objectivo de ultrapassar a limitação de 50% no rendimento máximo das 
resoluções cinéticas de misturas racémicas, nas duas últimas décadas, foram desenvolvidos 
processos de resolução cinética dinâmica (Martín-Matute e Backvall, 2007) (figura 5). 
 Nestes processos, o enatiómero remanescente é racemizado in situ, permitindo atingir 
rendimentos próximos de 100%. 
 
Fig 5. Resolução cinética dinâmica de álcoois secundários catalisada pela CALB e pelos catalisadores de ruténio 2 e 3 
à temperatura ambiente. 
 
A introdução de mutações em enzimas enantioselectivas através do processo de 
evolução dirigida baseada em mutagéneses de saturação iterativa (ISM) tem sido uma 
estratégia promissora e com um aumento de estereoselectividade/enantioselectividade 
enzimática comprovada. O processo de mutagénese de saturação iterativa baseia-se na 
formação de livrarias genéticas específicas geradas de maneira aleatória em locais 
propriamente escolhidos de forma iterativa (Reetz, 2011). A resolução cinética do rac-27 com 
o uso da enzima CALA mutada através da metodologia ISM, permitiu um aumento 
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significativo de enantioselectividade (E=52) a favor do enatiómero (S)-28 (Sandstrom et al., 
2009) (figura 6). 
 
Fig 6. Resolução cinética de rac-27 usando uma CALA mutante. 
 
I.1.4. Biocatálise em meios não convencionais 
 
O meio de reacção natural para a maioria dos processos enzimáticos é a água. No 
entanto, observou-se, que o uso exclusivo de água como solvente de meios de 
biotransformação restringia a gama de aplicações da biocatálise, bem como limitava a 
produtividade de diversos processos, nomeadamente os que envolviam substratos 
hidrofóbicos. Por outro lado, a constatação de que muitas enzimas operam in vivo em 
ambientes ricos em lípidos hidrofóbicos, levou à conclusão de que estes meios 
predominantemente não-aquosos são igualmente adequados à expressão de actividade 
biocatalítica. A convergência entre estes dois aspectos conduziu à incorporação no meio 
reaccional, de solventes orgânicos, fluidos supercríticos, fases gasosas ou fases sólidas, aos 
quais se convencionou atribuir a designação de meios não-convencionais (Aires-Barros, 
2002). 
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I.1.4.1. Biocatálise em solventes orgânicos 
 
Nos estudos iniciais em Biocatálise, pensava-se que as enzimas são activas apenas em 
meio aquoso. Contudo, avanços no campo da enzimologia têm permitido o uso de enzimas, 
nomeadamente as lipases, em solventes orgânicos (Klibanov, 2001). 
A utilização de solventes orgânicos em processos biocatalíticos tem permitido a 
resolução de problemas associados à baixa solubilidade dos reagentes/produtos, baixa 
selectividade das enzimas e à fraca recuperação do produto, que têm sido frequentemente 
observados em meios aquosos (Halling et al., 2004; Persson et al., 2002).  
As principais desvantagens associadas ao uso de solventes orgânicos como meios de 
bioconversão, são o aumento das limitações difusionais à transferência de massa de substratos 
e/ou produtos, uma vez que se introduz mais uma fase (orgânica) além da fase aquosa (e de 
uma fase sólida se o biocatalisador estiver imobilizado), e a toxidade do solvente orgânico 
para o biocatalisador. O uso de solventes orgânicos apresenta várias vantagens, tais como: a 
solubilização de compostos hidrofóbicos (substratos e produtos), a fácil recuperação do 
substrato e do produto com elevado rendimento, a redução de efeitos inibitórios/tóxicos de 
substratos e/ou produtos, o evitar de reacções secundárias (como as hidrólises) e o 
deslocamento do equilíbrio da reacção através do controlo da actividade da água, que 
favorece a síntese e não a hidrólise (Aires-Barros, 2002).  
As lipases encontram-se entre os biocatalisadores mais utilizados na síntese orgânica. 
Esta classe de enzima é capaz de promover reacções hidrolíticas enantioselectivas e de 
catalisar a formação de várias ligações éster e amida (Davis e Boyer, 2001). As lipases têm 
sido envolvidas na síntese de vários tipos de ésteres, nomeadamente de acetatos, que são 
ésteres com uma enorme demanda comercial devido à sua ampla aplicação nas indústrias 
alimentares (Dhake et al., 2011; 2013). 
Durante o processo de aplicação de solventes orgânicos em reacções biocatalíticas, foi 
possível observar que os solventes não polares são mais favoráveis que os solventes polares. 
Ao contrário dos solventes não polares, os solventes polares são capazes de retirar a água 
essencial do local activo da enzima, diminuindo assim a sua actividade catalítica (A. Idris e A. 
Bukhari, 2012).  
Bezdradica et al. (2006) analisaram a actividade de lipases comerciais para a síntese 
de ésteres em meios livres de solventes, bem como em iso-octano. Antes de avançar com esse 
caso prático, convém realçar que ácidos (dadores de acilo) de cadeia longa permitem a 
obtenção de ésteres com maiores rendimentos uma vez que se assemelham mais aos 
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substratos naturais. Por exemplo, a esterificação do ácido butanóico apresentou um fraco 
rendimento em meios sem solventes orgânicos, enquanto que na esterificação do ácido 
octanóico em ambos os meios, ou seja, com e sem solvente orgânico, o produto desejado foi 
obtido em bom rendimento. 
A trans-esterificação irreversível, através do uso de ésteres vinílicos como dadores de 
acilo tem a vantagem de aumentar substancialmente os rendimentos das reacções de trans-
esterificação mediadas por hidrolases, relativamente aos rendimentos obtidos em reacções 
reversíveis. O álcool vinílico formado como produto secundário (grupo abandonante no 
primeiro passo da reacção enzimática) isomerisa no respectivo composto carbonílico, não 
podendo actuar como substrato no segundo passo da reacção enzimática, tornando-a 
irreversível (figura 7). 
 
Fig 7. Reacção de trans-esterificação irreversível entre um álcool e um éster vinílico catalisada por uma lipase. 
 
Estas reacções requerem a ausência de água no meio reaccional, podendo ser usado o 
próprio dador de acilo (por exemplo, acetato de vinilo) como solvente. 
 
Actualmente a esterificação de polifenóis catalisada por enzimas em meio orgânico é 
uma técnica bem dominada para a síntese de derivados polifenólicos selectivamente 
modificados. Os resultados neste campo sugerem que um elevado grau de conversão para os 
ésteres desejados pode ser alcançado quando são aplicadas as condições óptimas de reacção. 
Os factores-chave que influenciam a regiosselectividade e o rendimento da acilação 
enzimática de polifenóis incluem o tipo e a quantidade da enzima, a estrutura e a concentração 
dos substratos (dador de acilo, aceitador de acilo e sua razão), a natureza do meio reaccional, 
a quantidade de água no meio, a temperatura e a natureza da reacção (Chebil et al., 2006; 
2007).  
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Foram investigadas três reacções enzimáticas de compostos polifenólicos naturais em 
meio orgânico envolvendo lipases: esterificação directa, trans-esterificação e hidrólise 
(figuras 8 e 9).  
 
 
Fig 8. Síntese enzimática (esterificação directa) do derivado éster de álcool 4-hidroxi-benzílico na presença do ácido 
lipóico como dador de acilo (Kaki et al., 2012). 
 
 
Fig 9. Resolução cinética de derivados de 2-fenilpropano-1-ol para a obtenção de sesquiterpenos fenólicos, usando o 
propionato de vinilo como dador de acilo (Shafioul e Cheong, 2012). 
 
Várias investigações desenvolvidas até ao momento têm contribuído para essa grande 
aplicabilidade de solventes orgânicos na Biocatálise. Contudo, alguns solventes orgânicos 
voláteis têm exibido fortes riscos ambientes, além de comprometerem a segurança e a saúde 
humana. A substituição desses solventes orgânicos nocivos por solventes neotéricos tais como 
líquidos iónicos e fluídos supercríticos tem ajudado na resolução desses problemas (Dhake et 
al., 2013). Um outro problema associado ao uso de solventes orgânicos na biocatálise tem 
sido a fraca actividade das enzimas em meio orgânico. Para melhorar a actividade das 
enzimas em meio orgânico, várias estratégias têm sido implementadas, a produção de novas 
enzimas por engenharia biológica tem fornecido enzimas com actividade optimizada para 
reacções específicas. 
 
Actualmente, o uso de materiais nano-estruturados, isto é, o uso de 
nanobiocatalisadores tem revelado ser uma estratégia de sucesso no processo de 
melhoramento da actividade enzimática em solventes orgânicos. Estes nanobiocatalisadores 
têm a vantagem de serem altamente dispersos, de reter a estrutura proteica e de facilitar o 
transporte de substratos (Ge et al., 2012).  
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I.1.5. Biocatálise no âmbito da Química Verde 
 
O impacto ecológico da indústria química e farmacêutica ao nível mundial e a actual 
tendência para a melhoria da qualidade e segurança dos produtos que derivam destas 
indústrias, permitiram o desenvolvimento de uma área de investigação inovadora e 
ambientalmente favorável designada Química Verde (Anastas e kirchhoff, 2002; Holliger e 
Jaeger, 2010). 
A Química Verde é transversal a todas as áreas de investigação em Química e Engenharia 
Química e pode ser definida, de forma prática, como a utilização de técnicas químicas e 
metodologias que utilizam de maneira eficiente, na produção e aplicação de produtos 
químicos, matérias-primas renováveis, reduzem ou eliminam o uso de reagentes e solventes 
tóxicos e/ou perigosos, evitando a formação de produtos e resíduos que sejam nocivos à saúde 
humana ou ao ambiente. Especificamente, a Química Verde, ou Química Sustentável, consiste 
no design de produtos químicos e processos que reduzem ou eliminam o uso e a geração de 
substâncias nocivas (Anastas e Kirchhof, 2002; Pinto, 2012).  
A biocatálise possui características interessantes que se adequam ao contexto da Química 
Verde: reacções desenvolvidas sob condições suaves de temperatura, pressão e pH. Além 
disso, o catalisador (enzima) é biodegradável e provém de fontes renováveis. As enzimas 
exibem, normalmente, elevada químio-, régio- e estereoselectividades, resultando na 
diminuição da formação de produtos secundários e na redução da necessidade de estratégias 
de activação de grupos funcionais e de protecção/desprotecção que são habitualmente 
aplicadas na síntese convencional (Alcalde et al., 2006; Dunn, 2012). 
Actualmente a utilização de enzimas em meios reaccionais alternativos, como os líquidos 
iónicos e fluídos supercríticos, e a introdução de nanobiocatalisadores, pode ser vantajosa no 
sentido de desenvolver metodologias sintéticas selectivas em condições ambientalmente mais 
favoráveis, (Dhake et al., 2013; Ge et al., 2012). 
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I.2. Compostos polifenólicos naturais 
 
Os compostos polifenólicos naturais têm grande interesse biológico. Estruturalmente 
contêm um ou mais anéis aromáticos e, no mínimo, dois grupos hidroxilo. 
Estes compostos constituem uma parte integrante da dieta humana, podendo ser 
encontradas em alimentos (frutas, vegetais, legumes, cereais, nozes, etc.) e bebidas (vinho, 
sidra, cerveja, chá, etc.). São de considerável interesse devido às suas importantes 
propriedades antioxidantes. 
Essas propriedades antioxidantes caracterizam-se pela grande capacidade que têm de 
eliminar radicais livres ou de quelar catiões metálicos (Afanas´ev et al., 1989; Amarowicz et 
al., 2004). 
Os polifenóis têm muitas aplicações industriais, nomeadamente na produção de tintas, 
papel e cosméticos, e podem também ser utilizados como aditivos na indústria alimentar. 
Além disso, alguns compostos fenólicos, como é o caso dos flavonóides, podem ser usados 
como antibióticos e antidiarreicos, agentes antiulcerosos e agentes anti-inflamatórios, bem 
como no tratamento de doenças como a hipertensão, fragilidade vascular, alergias, 
hipercolesterolemia, entre outras (Bravo, 1998). 
Nos alimentos, são os principais responsáveis pela adstringência e amargura e 
contribuem, ainda, para o seu perfil sensorial (Lesschaeve e Noble, 2005).  
Além de possuírem propriedades antioxidantes relevantes, diversos estudos têm 
mostrado o papel dos polifenóis na prevenção de várias doenças associadas ao stress 
oxidativo tais como o cancro, doenças cardiovasculares e processos neurodegenerativos 
(Manach et al., 2004). 
Adicionalmente, os polifenóis têm recebido uma especial atenção devido ao facto de 
possuírem outros efeitos benéficos para a saúde humana caracterizados pelas suas 
propriedades antiaterogénicas, antimicrobianas, antitrombóticas, cardioprotectoras e 
vasodilatadoras (Benavente-Garcia et al., 1997; Manach et al., 2005; Middleton et al., 2000; 
Puupponnem-pimia et al., 2001; Samman S., Lyons Wall, P. M., e Cook, N. C, 1998). 
Tendo em consideração todos estes efeitos biológicos imputados aos compostos 
polifenólicos, não é difícil de se expectar que podem constituir compostos lead nos processos 
de desenvolvimento e descoberta de novos fármacos. 
Deste modo, o presente trabalho visa a modificação estrutural destes compostos, de 
modo a explorar novas relações estrutura-actividade e a encontrar novos derivados 
biologicamente activos. 
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I.2.1. Classificação dos compostos polifenólicos 
  
Os compostos polifenólicos encontram-se divididos em várias classes, destacando-se 
os ácidos fenólicos, flavonóides, estilbenos e lenhinas (Manach et al., 2004; 2005). Esta 
classificação é baseada no número de anéis fenólicos que possuem e nas estruturas que ligam 
esses anéis entre si (Manach et al., 2004). 
Uma atenção especial vai ser dada aos flavonóides e estilbenos, visto que 
correspondem à classe de polifenóis usada no âmbito da realização deste trabalho. 
Flavonóides são compostos de baixo peso molecular, cuja estrutura básica consiste de 
um núcleo flavona, composto por quinze átomos de carbono arranjados numa configuração 
de três anéis (C6–C3–C6).  
A sua estrutura consiste, essencialmente, de dois anéis aromáticos (A e B) unidos por 
uma ponte de três carbonos, normalmente na forma de um anel heterocíclico (anel C). O anel 
aromático A é derivado da via acetato/malonato, enquanto que o anel B é derivado da 
fenilalanina a partir da via chiquimato (Bohm, 1998; Merck e Beecher, 2000) (figura 10). 
 
Fig 10. Estrutura básica dos flavonóides. 
 
Os flavonóides podem ser divididos em seis subclasses em função do tipo de 
heterocíclico envolvido. Essas famílias de flavonóides possuem propriedades farmacológicas 
interessantes e serão representadas na figura 11 (Hollman e Katan, 1999). 
Subclasses de flavonóides: 
A - Flavonas, com um grupo carbonilo em C4 e uma ligação dupla entre C2 e C3 do anel C. 
B - Flavonóis, com um grupo carbonilo no C4, uma ligação dupla entre C2 e C3 e um grupo 
hidroxilo no C3 do anel C. 
C - Flavanonas, com um grupo carbonilo no C4 do anel C. 
D - Flavanóis, com um grupo hidroxilo no C3 do anel C. 
E - Isoflavonas, com o anel B ligado ao C3 do anel C em vez de ligado ao C2. 
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F - Antocianinas, catiões derivados de flavílio. 
 
 
Fig 11. Estrutura básica das principais subclasses de flavonóides. 
 
Os estilbenos (1,2-diariletenos) podem existir tanto na forma de monómeros como de 
oligómeros (Silva et al., 2013). A sua estrutura é caracterizada por dois anéis benzénicos 
ligados através de um etileno que forma uma estrutura de anel compactado separado por uma 
ligação dupla (Konstantinos et al., 2013). Possuem, normalmente, dois grupos hidroxilo na 
posição meta do anel A e grupos hidroxilo e metoxilo em posições orto, meta ou para do anel 
B (figura 12). O membro mais abundante desta família é o resveratrol que pode ser 
predominantemente encontrado em uvas e amendoins (Cassidy et al., 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 12. Estrutura básica de estilbenos. 
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I.2.2. Actividade antioxidante dos flavonóides e dos estilbenos 
 
 Flavonóides 
Vários estudos têm demonstrado que os flavonóides exibem diversas actividades 
biológicas, incluindo acções antialergénicas, antivirais, antinflamatórias e vasodilatadoras. 
Contudo, uma maior atenção tem sido dada à sua actividade antioxidante, que se deve à 
capacidade que os flavonóides possuem de reduzir a formação de radicais livres e de proceder 
à sua consequente eliminação (Pietta, 2000). 
Halliwell e Gutteridge (1998) definiram o termo antioxidante como “qualquer substância 
que, quando presente em concentrações inferiores à de um substrato oxidável, atrasa ou inibe 
significativamente a oxidação deste substrato”. Esta definição permite-nos afirmar que a 
função fisiológica dos antioxidantes é de prevenir danos de componentes celulares resultantes 
de reacções envolvendo radicais livres (Young et al., 2001). 
Esses radicais livres, conhecidos como éspecies reactivas de oxigénio (reactive oxygen 
species; ROS), incluem aniões superóxido (O2
•-
), radicais peroxilo (ROO
•
), alcoxilo (RO
•
), 
hidroxilo (HO
•
) e óxido nítrico (NO
•
). 
As ROS são moléculas altamente reactivas produzidas pelas reacções enzimáticas 
desencadeadas nas células.  
Devido ao facto de terem a capacidade de reagir de forma indiscriminada levando à 
danificação de vários constituintes celulares, uma extensa gama de defesas antioxidantes, 
endógenas e exógenas, estão presentes para proteger as células de danos provocados pelos 
radicais livres (Young et al., 2001). 
Devido à incapacidade dos sistemas de defesa antioxidantes endógenos em prevenir 
completamente esses danos (Barry Halliwell, 1996) e à existência de algumas situações 
fisiopatológicas (tabagismo, poluição atmosférica, exposição à radiação UV, dieta rica em 
ácidos gordos altamente insaturados, processos inflamatórios, etc.) em que as ROS são 
produzidas em excesso, os antioxidantes alimentares são necessários para diminuir os efeitos 
cumulativos resultantes do dano oxidativo (Pietta, 2000). 
Vários produtos alimentares têm sido apontados como sendo antioxidantes importantes. 
As vitaminas E, C e A e os carotenóides são antioxidantes bem estabelecidos (Pietta, 2000). 
Nos últimos anos tem crescido o interesse no papel dos fenóis de origem vegetal como 
antioxidantes, principalmente os flavonóides. 
Os flavonóides podem sequestrar directamente os radicais livres através da doação de um 
átomo de hidrogénio, formando um radical fenoxilo livre. Este radical fenoxilo, por sua vez, 
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pode reagir com um segundo radical, adquirindo assim a estrutura de uma quinona estável, de 
acordo com a figura 13 (Pietta, 2000). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 13. Sequestro de ROS pelos flavonóides. 
  
A actividade antioxidante dos flavonóides in vitro depende do arranjo dos grupos 
funcionais na sua estrutura principal. Tanto a configuração como o número total de grupos 
hidroxilo influenciam substancialmente o mecanismo da actividade antioxidante. A presença 
do grupo hidroxilo no anel B é a maior determinante para a eliminação de ROS, enquanto que 
substituições nos anéis A e C têm pouco impacto na eliminação do radical anião superóxido 
(Procházková et al., 2011). 
As principais características estruturais dos flavonóides necessárias a uma eliminação 
eficiente dos radicais livres são: a presença de uma estrutura orto-di-hidroxilada (catecol) no 
anel B, que contribui para a sua deslocalização electrónica (figura 14); uma ligação dupla 
(entre o carbono 2 e 3) conjugada com a função 4-oxo no anel C, que aumenta a 
deslocalização electrónica também no anel B (figura 15); e a presença de grupos hidroxilo nas 
posições 3 e 5 que permitem ligações de hidrogénio no grupo oxo do anel C (figura 16) 
(Procházková et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 14. Estrutura orto-di-hidroxi no anel B (Croft KD., 2006). 
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Fig 15. Ligação dupla 2,3 conjugada com a função 4-oxo no anel C (Croft KD., 2006). 
 
 
Fig 16. Grupos hidroxilo nas posições 3 e 5 do anel A (Croft KD, 2006). 
 
Além da eliminação directa das espécies reactivas de oxigénio, os flavonóides podem usar 
outros mecanismos de prevenção dos danos causados pelos radicais livres, tais como: a 
activação de enzimas antioxidantes, quelação de metais, redução dos radicais α-tocoferilo, 
inibição de oxidases, mitigação do stress oxidativo causado pelo ácido nítrico, aumento dos 
níveis de ácido úrico e a modificação das propriedades pro-oxidantes de pequenos 
antioxidantes moleculares (Nijveldt et al., 2001; Ferrali et al., 1997; Hirano et al., 2001; Heim 
et al., 2002; Cos et al., 1998; Van Acker et al., 1995; Lotito e Frei., 2006; Yeh et al., 2005). 
Em determinadas situações, os flavonóides também podem actuar como pro-oxidantes, 
promovendo assim a oxidação de outros compostos (Procházková et al., 2011). Pensa-se que 
a actividade pro-oxidante dos flavonóides é directamente proporcional ao número de grupos 
hidroxilo existentes na sua estrutura (Cao G, Sofic E, Prior RL., 1997). Uma série de mono e 
di-hidroxiflavonóides não demostraram qualquer actividade pro-oxidante, enquanto que a 
existência de vários grupos hidroxilo, especialmente no anel B, aumenta significativamente a 
produção de radicais hidroxilo, de acordo com a reacção de Fenton (Heim et al., 2002; 
Hanasaki et al., 1994). A reacção de Fenton é definida como a geração catalítica de radicais 
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hidroxilo a partir da reacção em cadeia entre o ião ferroso (Fe
2+
) e o peróxido de hidrogénio 
(H2O2) em meio ácido: [Fe
2+
  +  H2O2 Fe
3+
  +  OH
-
  +  HO
.
] (Castro e Faria, 
2011). Estes compostos poli-hidroxilados incluem, por exemplo, a miricetina, que possui uma 
estrutura pirogalol no anel A, que tem sido reportado promover a produção do peróxido de 
hidrogénio, dado que a reacção de Fenton pode gerar radicais hidroxilo altamente reactivos 
(Heim et al., 2002; Hodnick et al., 1986; Galey., 1997). Este efeito pro-oxidativo é 
responsável pelos efeitos citotóxicos e proapoptóticos de alguns flavonóides isolados a partir 
de ervas medicinais (S. Ueda et al., 2002; Ismail e Alam., 2001). Existe também a evidência 
de que a ligação dupla entre o carbono 2 e 3 e a existência do radical 4-oxo em flavonas pode 
promover a formação de ROS induzido pelo cobre divalente na presença do oxigénio (Cao G, 
Sofic E, Prior RL., 1997). 
Colectivamente, esta informação sugere que algumas semelhanças estruturais que 
optimizam a capacidade antioxidante podem também agravar o stress oxidativo e prejudicar a 
função e a estrutura de biomoléculas existentes nas células. Contudo, algumas vantagens 
estruturais relacionadas com a estabilidade do radical flavonóide que aumentam a sua 
actividade antioxidante, tais como a estrutura 3´, 4´- catecol, ligação 3-OH e a conjugação 
entre os anéis A e B, podem modular os efeitos oxidativos adversos dos flavonóides (W. Bors, 
C. Michel, S. Schikora, 1995). 
A glicosilação e a metilação de grupos OH atenuam o comportamento pro-oxidativo dos 
flavonóides. De facto, os efeitos oxidativos adversos dos flavonóides são mitigados in vivo 
pela catecol-O-metiltransferase (COMT) e metiltransferases hepáticas. No entanto, a 
evidência de que os flavonóides inibem directamente o COMT complica esta hipótese. Por 
outro lado, o ião divalente ou catiões de cobre aumentam a produção de radicais livres de uma 
forma dependente da concentração. Enquanto a presença do ião pode acelerar os efeitos pro-
oxidantes in vivo, a quelação do ião pelos flavonóides pode teoricamente modificar este 
processo. Além disso, elevadas concentrações de ascorbato atenuam a geração de ROS pelos 
flavonóides in vitro, e está postulado que o estado oxidativo da vitamina C modula a 
tendência pro-oxidante destes compostos in vivo (Heim et al., 2002). 
Apesar da tendência dos flavonóides poli-hidroxilados para promover danos celulares 
através das espécies reactivas de oxigénio contradizer o uso de polifenóis, por exemplo de 
quercetina em doses farmacológicas, alterações metabólicas da estrutura podem atenuar a 
reactividade dos polifenóis in vivo (Heim et al., 2002). 
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A rutina (3´, 4´, 5, 7-tetra-hidroxi-flavona-3-rutinosídeo) é um flavonóide encontrado em 
várias preparações medicinais terapêuticas e exibe diversas actividades farmacológicas (Chua, 
2013). 
A notável actividade antioxidante da rutina tem sido provada por diversos estudos, 
particularmente pela sua execelente capacidade de sequestro de radicais livres (Duthie e 
Dobson, 1999; Nagasawa et al., 2002; Abraham et al., 2008). Esta importante actividade 
antioxidante faz da rutina um composto imprescindível nas indústricas farmacêuticas, 
nutracêuticas e cosméticas, onde actua como estabilizador, preservativo e corante natural 
(Gonnet, 1999). 
Um estudo feito por Khan et al. (2009) mostrou que a rutina pode atacar iões de ferro no 
corpo humano com o objectivo de prevenir a ligação de iões metálicos ao peróxido de 
hidrogénio, capaz de gerar radicais livres altamente reactivos. A administração de extractos de 
casca de trigo, altamente ricos em rutina, suprimiu a produção de espécies reactivas de 
nitrogénio (RNS) tais como o ião nitrito (NO2
-
) e o ião nitrato (NO3
-
). 
Yang et al. (2008) investigaram o mecanismo antioxidante da rutina, incluindo a 
actividade antioxidante total, capacidade redutora, sequestro de radicais livres e do radical 
anião superóxido, actividade de sequestro de radicais hidroxilo e ensaio de peroxidação 
lipídica. À uma concentração de 0,05 mg/mL, a actividade de sequestro da rutina (90,4% de 
inibição) foi comparável à da vitamina C (92,8%) e aproximadamente o dobro da actividade 
antioxidante do buteraldeído hidroxi-toluno (BHT) (58,8% de inibição). No entanto, a 
capacidade redutora da rutina foi semelhante à do BHT, mas menor do que da vitamina C. 
Estes dados sugerem que a rutina possui uma notável capacidade de doação de electrões para 
os radicais livres, convertendo-os em espécies mais estáveis e atenuando a reacção em cadeia 
por parte dos radicais livres. 
Esta potente actividade antioxidante da rutina é, essencialmente, devida à presença de 
aneis fenólicos e de grupos hidroxilo livres na sua estrutura química. Estes grupos hidroxilo 
livres podem doar hidrogénios para prevenir oxidações futuras (Chua, 2013). 
 
 Estilbenos 
O resveratrol (3,5,4`-trans-tri-hidroxiestilbeno) é um polifenol pertencente à classe dos 
estilbenos, e pode ser encontrado em alimentos como o amendoim, pistacho, frutas vermelhas, 
chocolate escuro e uva (Fernández-Mar et al., 2012). 
Vários estudos desenvolvidos têm evidenciado a actividade antioxidante do resveratrol. 
Este estilbeno possui uma actividade antioxidante intrínseca que pode estar associado aos 
seus efeitos quimiopreventivos. Estudos realizados in vitro, têm evidenciado a sua capacidade 
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de desintoxicação de enzimas a doses baixas (Li, Cao e Zhu, 2006). In vivo, é capaz de 
aumentar a capacidade antioxidante no plasma e de diminuir a peroxidação lipídica (Wenzel 
et al., 2005; Whitehead et al., 1995), que está fortemente associado ao risco de doenças 
coronárias e ao infarte do miocárdio (Holvoet, 2004). Estudos realizados em ratos, porcos e 
humanos indicam que o resveratrol pode suprimir processos patológicos comuns relacionados 
com a peroxidação lipídica in vivo, apesar de ainda não estar claro se o mecanismo é directo, 
indirecto ou ambos os casos (Baur et al., 2006). 
A polidatina (resveratrol-3-O-β-mono-D-glucósido), também conhecida por piceide, é a 
forma glicosilada do resveratrol. Estes dois compostos pertencem à classe dos estilbenos, e 
podem ser extraídos do tronco seco e da raíz de Polygonum cuspidatum, uma planta medicinal 
tradicional chinesa (Su et al., 2013). 
Estudos, tanto in vitro como in vivo, têm realçado o poder antioxidante da polidatina.  
Diversos estudos têm evidenciado a hipótese de que a polidatina possui a mesma 
actividade biológica que o resveratrol. Su et al. (2013) desenvolveram um estudo comparativo 
das actividades antioxidantes e antiproliferativas destes dois compostos in vitro. 
Este estudo levou à conclusão de que a polidatina exibe uma actividade de sequestro de 
radicais hidroxilo superior à do resveratrol, que o resveratrol exibe um significativo efeito 
protector contra danos celulares induzidos pela ureia, e que o resveratrol possui também um 
efeito bifásico em células tumorais. Este trabalho permitiu verificar ainda que o resveratrol e a 
polidatina só exibem citotoxidade significativa em células tumorais quando estão presentes 
em elevadas concentrações (>=50 µM/L), enquanto que pequenas concentrações (<30 µM/L) 
de resveratrol aumenta a viabilidade celular. É importante realçar que este estudo permitiu a 
importante conclusão de que o principal efeito do resveratrol e da polidatina na viabilidade de 
células tumorais foi causado pelo bloqueio do ciclo celular, enquanto que o efeito na apoptose 
foi relativamente menor (Su et al., 2013). 
Este estudo apontou ainda a razão pela qual a polidatina mostrou actividade biológica 
inferior à do resveratrol quando sujeitos à mesma concentração: provavelmente a polidatina é 
mais dificilmente absorvida pelas células. 
O sequestro dos radicais livres é um dos mecanismos antioxidantes da polidatina. Este 
mecanismo baseia-se no facto de os radicais livres de oxigénio serem directamente reduzidos 
pela polidatina in vitro, que também bloqueia a produção do radical hidroxilo a partir do 
peróxido de hidrogénio, protegendo as células endoteliais do cordão umbilical humano numa 
forma dependente da dose (Du et al., 2013). Além disso, a polidatina permitiu aumentar o 
tempo de vida de linhas celulares transgénicas, o que está relacionado com os seus efeitos 
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protectores contra o stress oxidativo, e aumentou a protecção contra a peroxidação lipídica 
nas membranas (Wen et al., 2012). Esta prevenção e controlo da peroxidação lipídica 
membranar por parte da polidatina deve-se ao facto do grupo hidroxilo susceptível à oxidação 
estar localizado na bicamada lipídica junto das ligações duplas dos ácidos gordos 
polinsaturados (Fabris et al., 2008). 
Um outro mecanismo importante da actividade antioxidante da polidatina consiste na 
diminuição da produção de ROS. Vários estudos mostraram que a polidatina inibe a expressão 
da cicloxigenase 2 (COX-2) induzida pela radiação ultravioleta em algumas linhas celulares e 
na epiderme de ratos (Du et al., 2013). 
Actualmente, o uso de antioxidantes como ingredientes no processo de armazenamento 
activo dos produtos constitui uma das principais aplicações destes compostos nas indústrias 
alimentares. A alta demanda dos consumidores por alternativas naturais e a actividade 
biológica comprovada dos flavonóides e dos estilbenos, fazem destas substâncias os 
candidatos ideais a serem incorporados nestes processos de armazenamento. Contudo, alguns 
problemas relacionados com a estabilidade e solubilidade destes compostos necessitam de ser 
superados para melhorar a eficácia do armazenamento de materiais (Silva et al., 2013). 
Deste modo, a modificação de antioxidantes naturais para melhorar a sua estabilidade 
química, oxidativa e térmica, biodisponibilidade e eficácia farmacêutica pode constituir uma 
alternativa viável para a geração de uma série de antioxidantes semi-sintéticos com grande 
impacto na produção industrial de fármacos e de nutracêuticos (Torres et  al., 2010). 
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I.2.3. Outras actividades biológicas dos flavonóides e dos estilbenos 
 
 Flavonóides 
Os flavonóides possuem vários efeitos benéficos para a saúde. De facto, afectam os 
principais mecanismos envolvidos em muitas doenças, tais como, cancro, doenças 
neurodegenerativas inflamatórias, diabetes, obesidade e dislipidémias relacionadas, bem como 
doenças cardiovasculares, respiratórias, dermatológicas e digestivas (Romano et al., 2013). 
Estudos epidemiológicos têm provado a relação entre o consumo de flavonóides e a 
redução do risco de vários tipos de tumores (Romano et al., 2013). De facto, os flavonóides 
podem bloquear muitas fases envolvidas em processos carcinogénicos, levando assim à 
inibição da proliferação celular e indução de apoptose em muitas linhas celulares tumorais. Os 
efeitos anticarcinogénicos dos flavonóides devem-se, essencialmente, à sua actividade 
antioxidante que se caracteriza pelo sequestro de radicais livres, como é o caso das espécies 
reactivas de oxigénio (ROS), que estão envolvidos no processo de danificação do DNA e que 
são os principais catalisadores de promoção e desenvolvimento de tumores (Gibelline et al., 
2011). 
Além da actividade antioxidante, os flavonóides podem exibir os seus efeitos anti-
tumorais através da modulação da actividade de várias enzimas, incluindo lipoxigenases, 
cicloxigenases, óxido nítrico sintase, xantina oxidase e NADH oxidase, que são expressas em 
tumores agressivos (Gibelline et al., 2011; Ravishankar et al., 2013). 
Um número crescente de estudos tem demonstrado a eficácia neuroprotectora dos 
flavonóides nas células e em modelos animais através de diferentes processos biológicos, tais 
como, atenuação do stress oxidativo, da exocitotoxicidadee de morte neuronal apoptótica, e 
regulação do sinal da cascata quinase (Hanrahan et al., 2011; Park et al., 2011; Jones et al., 
2012; Xu et al., 2012). Um exemplo prático consiste no facto de centenas de flavonóides 
isolados de diferentes espécies de plantas serem capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase, 
que é um alvo chave no tratamento da doença de Alzheimer (Cao et al., 2013). Os flavonóides 
inibem ainda processos neuro-inflamatórios, que contribuem para a patogénese de doenças 
degenerativas (Spencer et al., 2012). 
Estudos epidemiológicos sugerem que os flavonóides têm uma influência positiva em 
várias doenças cardiovasculares. Esses efeitos incluem, essencialmente, propriedades 
antioxidantes, de inibição enzimática e vasodilatadoras (Mladěnka et al., 2010). Dados pré-
clínicos publicados recentemente confirmaram esses efeitos benéficos dos flavonóides na 
redução do risco de doenças cardiovasculares. Por exemplo, um número considerável de 
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flavonóides, nomeadamente a quercetina e a epicatequina isolados a partir de Lindera 
erythrocarpa tem mostrado proteger linhas celulares de cardiomiócitos H9c2 da morte celular 
induzida pelo stress oxidativo (Kim et al., 2011a). 
A actuação dos flavonóides em vários alvos biológicos envolvidos em diabetes mellitus 
tipo 2 tem sido demonstrada. Além disso, flavonóides actuando como antioxidantes, protegem 
as células dos efeitos deletéricos causados pela hiperglicémia e melhoram o metabolismo e o 
consumo de glucose (Zheng et al., 2011). 
Os flavonóides exibem uma série de actividades bioquímicas e farmacológicas que estão 
relacionadas com os efeitos anti-inflamatórios e de modulação do sistema imunológico 
(Middleton et al., 2000). Vários mecanismos têm sido propostos para explicar as acções anti-
inflamatórias dos flavonóides in vivo. Estes incluem a actividade antioxidante, inibição de 
enzimas geradoras de eicosanóides, redução da produção de moléculas pro-inflamatórias bem 
como a modulação da expressão de genes pro-inflamatórios (García-Lafuente et al., 2009). Os 
flavonóides também modulam a função de células inflamatórias tais como linfócitos, 
monócitos, neutrófilos, mastócitos e macrófagos (Middleton et al., 2000). 
Há evidências de que os flavonóides previnem o aparecimento de doenças do trato 
respiratório, que se devem, essencialmente, às suas actividades anti-inflamatórias, anti-
alergénicas, antioxidantes e antipasmódicas (Romano et al., 2013). 
No trato digestivo os flavonóides actuam através da inibição da motilidade/contractilidade 
gastrointestinal, atenuação da dor visceral e da inflamação intestinal, além das suas 
actividades hepatoprotectoras e de inibição da úlcera gástrica (Romano et al., 2013). 
Suplementos de ervas contendo flavonóides são frequentemente utilizados no tratamento 
em pacientes com prostatite, infecções no trato urinário e outras doenças genitourinárias (Côté 
et al., 2010). Os flavonóides também exibem acções antipasmódicas na bexiga, nos canais 
deferentes e no útero (Capasso e Mascolo., 2003; Capasso et al., 2004, 2006; Macêdo et al., 
2011). 
Diversos estudos têm provado que os flavonóides possuem efeitos na cognição e 
memória. Estes estudos foram realizados com frutos ricos em flavonóides e com flavonóides 
isolados. Apesar do mecanismo de acção destes flavonóides ao nível neuronal necessitar ainda 
de mais pesquisas, existe uma forte evidência de que estes polifenóis são capazes de proteger 
os neurónios vulneráveis contra lesões induzidas por neurotoxinas e processos 
neuroinflamatórios e de aumentar algumas funções neuronais (Spencer et al., 2010). 
Vários estudos têm reportado as inúmeras propriedades fisiológicas e farmacológicas da 
rutina. Estas propriedades incluem a actividade anti-inflamatória, anti-microbiana, anti-
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tumoral e anti-asma, que estão fortemente relacionadas com a potente actividade antioxidante 
da rutina, particularmente o sequestro de radicais livres (Chua, 2013). 
A rutina exibe os seus efeitos anti-inflamatórios de diversas formas. Um mecanismo 
particularmente bem estabelecido tem sido a inibição de alguns mediadores de resposta pro-
inflamatória, tais como, ecosanóides, ROS, citoquinas e COX-2. Tanto ROS como espécies 
reactivas de nitrogénio (RNS) podem perpetuar a inflamação facilitando a geração de factores 
quimiotácticos no local activo (Umar et al., 2012). Em particular, o óxido nítrico é capaz de 
mediar condições inflamatórias, através da indução da expressão de matrizes de 
metaloproteinases e formação de novos vasos sanguíneos que são estimulados por 
prostaglandinas (Sharma et al., 2011). A COX-2 catalisa a síntese de prostaglandina, que é 
um importante mediador de inflamação (Teresita, 2011). Colectivamente, a actividade anti-
nflamatória da rutina tem revelado ser benéfico no tratamento da artrite reumatóide e 
osteoartrite (Umar et al., 2012). 
Apesar de existerem várias abordagens sobre as actividades biológicas da rutina, os 
mecanismos dessas actividades ainda não estão bem esclarecidos, facto que explica a reduzida 
aplicação da rutina no tratamento de doenças humanas na medicina ocidental (Shen et al., 
2002; Hao et al., 2012). Isto pode estar relacionado com a elevada concentração efectiva 
necessária para a actividade e pobre absorção da rutina após administração oral (Shen et al., 
2002). Não obstante, a rutina tem desempenhado um papel importante na redução do risco de 
doenças crônicas (Knekt et al., 2002). 
As propriedades anti-diabéticas da rutina têm sido provadas no tratamento de diabetes 
mellitus através do melhoramento da homeostase da glucose em ratos diabéticos (Stanley 
Mainzen Prince e Kamalakkannan, 2006). O poder anti-diabético da rutina deve-se aos seus 
grupos hidroxilo vicinais necessários à inibição da formação de produtos resultantes da 
glicação, uma reacção reversível e não enzimática de grupos aldeído de açúcares redutores 
com grupos aminoácidos de proteínas (Cervantes-Laurean et al., 2006). Os produtos 
resultantes da glicação devido ao excesso de glucose podem modificar quimicamente o DNA, 
causando mutações (Cervantes-Laurean et al., 1996). 
Alguns investigadores têm provado que a rutina pode reduzir os níveis sanguíneos de 
triglicerídeos e do colesterol através da diminuição dos níveis lipídicos da lipoproteína de 
baixa densidade (LDL) no sangue (Kayashita et al., 1997; Zeng et al., 2010). Estes dados 
estão de acordo com os de Jiang et al. (2007) que reportaram o efeito da rutina na inibição da 
peroxidação lipídica de LDL. A rutina possui, ainda, uma função importante na redução do 
risco da aterosclerose devido à sua capacidade de inibição da oxidação das LDL (Milde et al., 
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2004). A rutina é capaz de inibir o esvaziamento anormal, danos capilares e insuficiência 
venosa em doenças cardiovasculares (Hertog et al., 1995; Reynolds, 1996; Rimm et al., 1996; 
Annapurna et al., 2009). Exibiu também efeitos de inibição da agregação de plaquetas 
humanas que pode causar infarte de miocárdio, embolismo pulmonar ou bloqueio de vasos 
sanguíneos (Pace-Asciak et al., 1995). Korkmaz e Kolankaya (2010) reportaram que o 
tratamento da fragilidade capilar dos vasos sanguíneos foi devido à elevada capacidade de 
sequestro de radicais livres e actividade antioxidante da rutina, ilustrando assim a grande 
capacidade de diminuição da permeabilidade dos capilares por parte da rutina.  
Uma outra propriedade bem conhecida da rutina é actividade antitumoral. Esta actividade 
foi observada através da inibição de várias linhas celulares cancerígenas in vitro e redução do 
desenvolvimento de tumores em modelos animais (Deschner et al., 1991; Webster et al., 
1996; Van der Logt et al., 2003), o que pode ser atribuído à inibição da DNA topoisomerase I 
e II (topo I e topo II) que são marcadores de danificação do DNA e de cromossomas (Cantero 
et al., 2006). 
Finalmente, a rutina tem exibido efeitos gastro-preventivos contra lesões e úlceras 
gástricas no estômago (La Casa et al., 2000). 
 
 Estilbenos 
Os estilbenos possuem efeitos farmacológicos interessantes que têm sido confirmados por 
várias investigações. Estas actividades incluem a protecção cardiovascular, neuroprotecção, 
actividade anti-inflamatória, imunorregulação, protecção antitumoral e efeitos protectores no 
fígado e pulmão (Du et al., 2013). 
Estudos têm provado o efeito citotóxico da polidatina em muitas linhas celulares tumorais 
(Du et al., 2013). Este efeito citotóxico tem sido observado em algumas células tumorais 
humanas incluindo células Hela do carcinoma cervical, SMMC-7721 de hepatoma, A-431 do 
carcinoma epidérmico e células CNE do carcinoma nasofaríngeo (Liu et al., 2011). 
Uma atenção especial tem sido depositada no papel da polidatina na indução da apoptose 
em células CNE do carcinoma nasofaríngeo humano. Essa via apoptótica é mediada pela 
activação do stress do retículo endoplasmático e disfunção do mitocôndria e requer a 
produção de ROS. Ou seja, a produção de ROS pela polidatina desencadeia o stress do 
retículo endoplasmático e a via apoptótica mitocondrial nas células CNE (Liu et al., 2011).  
A polidatina possui uma actividade neuroprotectora comprovada na isquémia cerebral 
bem como nos danos de isquemia/reperfusão causados no coração, fígado e pulmão (Du et al., 
2013). Além disso, a polidatina protege o cérebro de danos causados pela oclusão permanente 
da artéria cerebral média (MCAO) através da regulação da expressão de algumas proteínas e 
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da melhoria da permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) (Ji et al., 2012). A 
injecção intravenosa de polidatina reduz o volume de enfarte cerebral, melhora as deficiências 
neurológicas e inibe a expressão de algumas proteínas tais como as selectinas e integrinas 
após uma hora de oclusão cerebral arterial (Cheng et al., 2006c). Além disso, Reviére et al. 
(2010) mostraram que a polidatina é capaz de inibir a acumulação do peptídeo β-amilóide 
(Aβ) que é um dos principais mecanismos neurodegenerativos que ocorre durante a 
progressão da doença de Alzheimer. 
Este derivado glicosilado do resveratrol possui um efeito protector na demência vascular 
(Li et al., 2012). Tem um potencial terapêutico na aprendizagem e perda de memória induzida 
pela hiperfusão cerebral global crónica, e o seu possível mecanismo de acção está relacionado 
com a sua actividade antioxidante (Li et al., 2012). Além disso, a polidatina é capaz de 
atenuar as perdas cognitivas globais profundas induzidas por isquémia. Este efeito protector é 
devido à sua actividade antioxidante e de protecção directa de neurónios em condições de 
anoxia (Li et al., 2012).   
Este estilbeno possui vários efeitos benéficos para a saúde humana derivados da sua 
actividade anti-inflamatória (Du et al., 2013). Alguns estudos têm provado que a polidatina 
modula a expressão de citoquinas inflamatórias e adesão celular de moléculas tanto in vivo 
como in vitro. Diminui a produção de interleucina-17 (IL-17) em células mononucleares do 
sangue activadas através da regulação da expressão do RNA mensageiro (mRNA) da IL-17 
nas células (Lanzilli et al., 2012). Esses efeitos anti-inflamatórios da polidatina podem ser 
atribuídos, pelo menos parcialmente, ao bloqueio da via de expressão do factor-k B nuclear 
(NF-kB) (Xie et al., 2012; Yao et al., 2011). 
A polidatina também exibe efeitos cardioprotectores (Li et al., 2012), que estão 
relacionados com a activação de óxido nítrico sintase (cNOS) que leva ao aumento da 
produção de óxido nítrico e diminuição da apoptose (Zhang et al., 2008, 2009). Ao nível da 
aterosclerose tem-se observado o seu efeito no metabolismo dos lípidos, através da 
diminuição dos níveis séricos do colesterol total (TC), de triglicerídeos, das LDL e da 
apolipoproteína A1 (Apo A1) e do aumento dos níveis séricos de lipoproteína de alta 
densidade (HDL) em modelos experimentais de hiperlipidémia com ratos (Du et al., 2013). 
Alguns estudos têm vindo a demonstrar o efeito antibacteriano da polidatina (Du et al., 
2013). Esta propriedade leva à inibição de factores que contribuem para a formação de cáries 
dentárias e permite uma redução significativa da produção de ácido glicolítico (Ban et al., 
2010). 
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A polidatina também exibe efeitos imunorregulatórios (Du et al., 2013). Um exemplo 
prático consiste nos efeitos terapêuticos desse estilbeno na anafilaxia cutânea passiva, que são 
conduzidos pela diminuição da desgranulação de mastócitos estimulados por antigénio. O 
mecanismo possível para esse efeito caracteriza-se pela supressão, por parte da polidatina, da 
mobilização de Ca
2+
 mediada por receptores de imunoglobulina E (IgE) de alta afinidade 
através da inibição da entrada de Ca
2+
 por canais activados durante a produção deste mesmo 
ião, que são os maiores contribuidores para a estabilização de mastócitos induzidos pela 
polidatina (Yuan et al., 2012). 
Este estilbeno tem sido usado no tratamento de choques hemorrágicos agudos. Pode 
aumentar o tempo de vida de pacientes com essa anomalia através do melhoramento da 
perfusão capilar (Sheng et al., 2011). Além disso, foi considerada com elevado potencial para 
a protecção de neurónios contra danos mitocondriais causados por choques graves (Wang et 
al., 2013).  
Outro estudo mostrou que a polidatina tem um efeito benéfico no acidente vascular 
cerebral (AVC). Foi demonstrado que, durante o tratamento do AVC, a polidatina foi capaz 
de melhorar a função cardíaca, facto que se verificou com o aumento da microcirculação, 
dilatando assim o diâmetro das arteríolas, o que leva a um aumento da pressão de pulso (Zhao 
et al., 2003). 
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I.2.4. Modulação da actividade biológica de compostos polifenólicos através de 
modificações estruturais 
 
A modificação estrutural de compostos polifenólicos, nomeadamente, de flavonóides e 
estilbenos, tem permitido a descoberta de compostos activos com propriedades 
farmacológicas melhoradas. 
A rutina e naringina foram enzimaticamente aciladas com diferentes ácidos gordos mono- 
e poli-insaturados usando lipase B de Candida antarctica imobilizada em acetona a 50ºC 
(figura 17). Os rendimentos de conversão de naringina e rutina foram 85 e 70%, 
respectivamente, usando ácido oleico como agente acilante. Este processo de acilação 
enzimática foi regiosselectiva, visto que apenas os monoésteres foram identificados (Mellou 
et al., 2006). 
 
 
Fig 17. Acilação enzimática regiosselectiva da naringina e da rutina (Mellou et al., 2006). 
 
Esta síntese permitiu a obtenção de ésteres de ácidos gordos poli-insaturados, que 
normalmente são moléculas altamente oxidáveis (bons antioxidantes) com a vantagem de 
possuirem melhores condições de solubilidade que os compostos de partida. Além disso, este 
trabalho forneceu a primeira evidência de que, apesar de a rutina e os ácidos gordos serem 
inactivos, os seus ésteres foram capazes de diminuir a produção de factor de crescimento 
vascular endotelial cerebral (VEGF) pelas células de leucemia humanas K562, o que indica 
que estes novos compostos podem possuir propriedades anti-angiogénicas e anti-tumorais 
(Mellou et al., 2006). 
A síntese enzimática dos derivados acilados do flavonóide monossacarídeo crisoeril--7-O-
β-D-(3´´-E-p-cumaroílo)-glucopiranósido (figura 18.1) e do flavonóide dissacarídeo crisoeril-
7-[6´´-O-acetil-β-D-alosilo-(1→2)-β-D-glucopiranósido] (figura 18.2), foi realizada em 
solventes orgânicos usando a enzima CALB imobilizada. A qualidade dos ésteres dos 
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glicósidos sintetizados dependeu fortemente do agente acilante utilizado que, neste caso, foi o 
laurato de vinilo. A avaliação biológica dos derivados obtidos mostrou que a introdução desse 
grupo acilo nos flavonóides glicosilados melhorou significativamente a sua actividade 
antimicrobiana e antioxidante in vitro (Mellou et al., 2005) (figura 18). 
Esta via enzimática pode assim permitir a produção de novos derivados lipofílicos de 
interesse farmacêutico que podem eventualmente prevenir o aparecimento de doenças 
associadas à oxidação das LDL (Mellou et al., 2005). 
 
 
Fig 18. Esterificação enzimática de crisoeril-7-O-β-D-(3´´-E-p-cumaroílo) glucopiranósido, e  crisoeril-7- [6´´-O-acetil-
β-D-alosilo-(1→2)-β-D-glucopiranósido] (Mellou et al., 2005). 
 
A arbutina é um composto fenólico que possui uma actividade inibidora da tirosinase, e 
por isso, pode ser aplicado no campo da cosmética como despigmentante. Além disso, alguns 
dos seus derivados exibem actividade antioxidante, e consequentemente, os seus derivados 
acilados têm atraído uma atenção especial, como é o caso da arbutina 6′-O-feruloílo e arbutina 
6´-O-lipoílo (Ishihara et al., 2010). 
A acilação enzimática regiosselectiva destes dois derivados da arbutina foi catalisada pela 
enzima CALB usando o tert-butanol como solvente. No caso de 6´-O-feruil-arbutina, o agente 
acilante utilizado foi ácido ferúlico e para a 6´-O-lipoil-arbutina, o agente acilante foi o ácido 
α-lipóico que possui efeitos antidiabéticos e que pode prevenir danos vasculares (Ishihara et 
al., 2010) (figura 19). 
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Fig 19. Acilação enzimática directa catalisada por uma lipase para a obtenção dos derivados 6´-O-feruil-arbutina e 6´-
O-lipoil-arbutina. 
 
Tricina (3´,5´-dimetoxiapeginina), uma flavona normalmente encontrada em 
monocotiledóneas, inibe o crescimento de muitas linhas celulares tumorais e tem sido 
considerada um agente quimiopreventivo seguro no combate ao cancro. Em 2006, Duarte-
Almeida et al. verificaram que o seu derivado acilado,  tricina-7-O-β- (6″-metoxicinâmico)-
glicosídeo, isolado a partir do sumo de cana-de-açúcar, possui uma actividade antioxidante 
considerável já comprovada por alguns ensaios. Além disso, esse composto possui uma 
actividade superior contra linhas celulares cancerígenas, onde se notou uma maior 
selectividade para as linhas celulares do câncer de mama (Duarte-Almeida et al., 2006). 
Katsoura et al. (2006) verificaram que a acilação biocatalítica de rutina com vários 
dadores do grupo acilo afecta o seu potencial antioxidante para LDL isoladas. O aumento 
mais significante foi no 4´´´-oleato de rutina, o que indica que a acilação enzimática de 
flavonóides com ácido oleico pode gerar uma nova classe de agentes antioxidantes e 
antiaterogénicos. 
Parejo et al. (2005) examinaram a actividade antioxidante de glicosídeos de 
quercetagetina acilados com ácido cafeico e ácido p-cumárico. Eles verificaram que esses 
compostos exibiam uma grande actividade de eliminação de radicais livres em comparação 
com os compostos de referência. 
Viskupicova et al. (2010) prepararam novos derivados lipofílicos de rutina via 
esterificação enzimática com diferentes ácidos gordos saturados e insaturados. Os resultados 
sugerem que a modificação selectiva da rutina mantém a actividade antioxidante do 
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flavonóide inicial. Além disso, a derivatização lipofílica da rutina aumentou 
significativamente a hidrofobicidade e solubilidade em gorduras, aumentando assim a 
eficiência de ésteres preparados em meio lipofílico. Estes resultados indicam que os derivados 
da rutina sintetizados podem ser agentes úteis na protecção contra a oxidação durante o 
armazenamento e processamento dos alimentos ricos em matéria gorda. 
A preparação biocatalítica dos ésteres de silibina foi realizada em meio orgânico na 
presença da Novozym 435 (figura 20). Os derivados modificados foram capazes de inibir a 
proliferação de células tumorais K562 (Xanthakis et al., 2010). 
 
 
 
Fig 20. Acilação enzimática da silibina catalisada pela Novozym 435. 
 
A acilação enzimática regiosselectiva de dois derivados acilados da floridizina e 
isoquercetina com ácidos gordos de cadeia longa foi realizada na presença de Novozym 435 
em acetona à uma temperatura de 45ºC, e com excesso de agente acilante (figura 21). Ambos 
os derivados obtidos mantiveram a actividade antioxidante após a esterificação. Apesar de os 
compostos iniciais possuírem uma maior capacidade de eliminação de radicais livres que os 
seus ésteres, as novas propriedades anfifílicas adquiridas permitem uma biodisponibilidade e 
actividade biológica aumentada destes ésteres. De acrescentar ainda, que esses derivados 
acilados apresentaram uma grande capacidade de inibição da tirosinase, que foi altamente 
influenciada pelo comprimento da cadeia dos ácidos gordos utilizados e pela presença de 
ligações duplas nos dadores de acilo (Ziaullah et al., 2013). 
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Fig 21. Acilação enzimática da floridizina (1) e da isoquercetina (2) com ácidos gordos de cadeia longa (RCOOH) 
catalisada pela Novozym 435 em acetona. 
 
Um estudo realizado recentemente, permitiu a preparação de derivados acilados da (-)-
epigalocatequina-3-O-galhato (EGCG) através da acilação enzimática de (-)-
epigalocatequina-3-O-galhato com acetato de vinilo catalisada pela lipase imobilizada 
Lipozyme RM IM em solventes orgânicos. O objectivo deste estudo foi melhorar a 
lipofilicidade da EGCG e expandir a sua aplicação em meio lipofílico. Os derivados acilados 
obtidos exibiram uma actividade antioxidante e de eliminação de radicais livres superior à do 
composto inicial (EGCG). Dados esses, que levaram à conclusão de que a (-)-
epigalocatequina-3-O-galhato acilada pode ser usada como um antioxidante importante no 
controlo da oxidação de óleos de girassol (Zhu et al., 2014). 
Mathew et al. (2012) modificaram a molécula da polidatina e estudaram a síntese de 
novos derivados glicosilados. Os novos derivados glicosilados da polidatina foram produzidos 
através de reacções de trans-glicosilação de ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) 
extraída da espécie Bacillus macerans, em que polidatina e maltodextrina foram utilizadas 
como aceitadoras e dadoras de açúcar. Esta síntese enzimática selectiva anomérica permitiu 
uma vantagem processual significativa quando comparada com a síntese orgânica 
convencional, que requer estratégias de protecção/desprotecção. Além disso, o processo é 
mais económico e reduz a formação de subprodutos indesejáveis. 
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A biotransformação de polidatina a resveratrol foi desenvolvida usando Aspergillus niger 
e leveduras co-imobilizadas. O rendimento do resveratrol teve um aumento de 33,45% e a 
taxa de conversão da polidatina foi de 96,7%. Este processo de biotransformação pode se 
tornar num método alternativo para a produção de resveratrol a partir de plantas. E dada a 
possibilidade de reutilização de células imobilizadas, esta via pode ser aplicada na produção 
industrial de resveratrol, além de constituir um método extremamente barato (Jin et al., 2013). 
Um estudo recente, mostrou que a formação de um complexo de inclusão entre polidatina 
e hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP–β-CD) permite uma melhoria significativa da estabilidade 
e solubilidade da polidatina. De facto, estudos de fluorescência permitiram uma determinação 
quantitativa satisfatória da polidatina em soluções aquosas na presença de HP–β-CD. Esta 
descoberta pode ser aplicada na determinação da polidatina em fluídos biológicos (An et al., 
2013). 
Recentemente, Baldisserotto et al. (2015) desenvolveram uma via sintética que permitiu a 
obtenção de um derivado de rutina (hexapropionato de rutina) com solubilidade lipídica 
melhorada, sem pôr em causa as actividades biológicas do composto de partida. Nesse 
processo sintético, todos os grupos hidroxilo da rutina foram esterificados usando o propionil 
clorídrico na presença de 4-dimetil-amino-piridina (4-DMAP). De seguida, os grupos 
hidroxilo fenólicos foram selectivamente desacilados, usando N,N,N-trietil-amina (TEA) em 
metanol (figura 22). Depois de vários ensaios, um rendimento satisfatório foi obtido através 
do uso de metanol na presença de TEA à temperatura ambiente. As condições reaccionais 
foram adaptadas a fim de se obter uma boa quantidade de produto, necessária para a 
realização de estudos biológicos e de formulação. 
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Fig 22. Síntese de hexapropionato de rutina. 
 
Uma característica bastante interessante deste composto é o facto de manter as 
características antioxidantes da rutina, demonstrando que essa modificação estrutural não 
diminui a eficácia contra espécies oxidativas. Além disso, estudos comprovaram que este 
composto possui uma maior actividade antiproliferativa em células K562 humanas. 
Experimentos preliminares demostraram a capacidade desse composto no processo de 
inibição do factor pro-inflamatório NF-kB, evidenciando assim o seu forte poder anti-
inflamatório. Esta potente actividade anti-inflamatória foi importante a nível dermatológico 
visto que uma melhor solubilidade lipídica permite uma maior biodisponibilidade do 
composto em situações de doença de pele e em processos de envelhecimento acelerado da 
pele (fotoenvelhecimento). 
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II. Objectivos da tese 
 
A modificação selectiva de um grupo álcool num composto polifenólico glicosilado é um 
desafio em síntese orgânica. Sendo compostos poli-hidroxilados, a sua acilação por métodos 
químicos é um processo dispendioso com condições drásticas incluindo estratégias de 
protecção/desprotecção que aumentam os desperdícios e os subprodutos, reduzindo assim o 
rendimento final. Além disso, a mono- ou diacilação em moléculas complexas como a 
polidatina, a naringina e a rutina, com respectivamente, 6, 8 e 10 grupos hidroxilo, é muito 
difícil por vias sintéticas convencionais. Deste modo, a via enzimática usando lipases tem sido 
considerada a estratégia mais eficaz devido à sua elevada regiosselectividade e ao uso de 
condições reaccionais suaves. 
As lipases encontram-se entre os biocatalisadores mais usados na síntese orgânica. Este 
facto está fortemente relacionado com a elevada disponibilidade comercial destas enzimas e 
sua ampla especificidade e estabilidade em solventes orgânicos, permitindo assim a 
transformação biocatalítica de um grande número de compostos poli-hidroxilados. 
Este trabalho de investigação laboratorial tem como objectivo a semi-síntese de novos 
derivados polifenólicos bioactivos através de reacções de acilação regiosselectiva sob catálise 
enzimática, recorrendo a lipases como catalisadores. 
Concretamente, pretende-se sintetizar e caracterizar estruturalmente um conjunto de 
novos compostos com actividade biológica relevante, a partir da polidatina, da naringina e da 
rutina.
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III. Resultados e discussão 
 
Os substratos usados, concretamente polidatina, naringina e rutina são compostos 
polifenólicos com actividade biológica relevante. Contudo, a sua fraca solubilidade em meios 
lipofílicos e a sua baixa disponibilidade no organismo têm limitado a sua aplicação comercial. 
Sendo compostos poli-hidroxilados, a acilação por métodos químicos é um processo 
dispendioso com condições drásticas incluindo estratégias de protecção/desprotecção. A via 
enzimática usando lipases tem sido considerada a estratégia mais eficaz devido à sua elevada 
regiosselectividade e ao uso de condições reaccionais suaves.  
 
III.1. Rastreio de enzimas e de solventes 
 
Neste trabalho foram testadas duas enzimas. Concretamente a lipase B de Candida 
antarctica imobilizada em resina acrílica (Novozym 435) e a lipase de Pseudomonas cepacia 
(lipase PS). 
O único substrato sujeito a ensaios de rastreio foi a rutina. A polidatina e a naringina 
foram submetidas às mesmas reacções de acilação enzimática, com o objectivo de comparar 
os resultados, em termos de reactividade e de regiosselectividade, e ainda, de obter novos 
derivados com potencial actividade biológica. 
As performances das lipases comerciais foram avaliadas na esterificação dos 
substratos polifenólicos usando acetato de vinilo, butirato de vinilo, cinamato de vinilo e 
propionato de vinilo como dadores de acilo e vários solventes. 
 
O controlo por cromatografia em camada fina (CCF) permitiu a identificação, da(s) 
lipases(s) capaz(es) de promover a acilação dos substratos. Esta apenas conseguida com a 
adição da Novozym 435. 
 
A escolha do solvente é um factor determinante para a ocorrência da reacção. Para 
cada um dos substratos foi identificado o melhor solvente para a reacção. 
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III.2. Acilações enzimáticas regiosselectivas 
 
 Foram seleccionadas as melhores condições de reacção, de acordo com a análise 
qualitativa por CCF, e efetuaram-se reacções em maior escala, permitindo o isolamento do 
éster correspondente com bons rendimentos. A identificação dos produtos obtidos foi feita por 
análise de RMN
1
H, nomeadamente através do desvio químico dos sinais devidos ao protão 
ligado ao carbono ao qual se liga o hidroxilo acilado, análise RMN 
13
C e DEPT 135 (o sinal 
na zona dos 2,5 ppm nos espectros RMN 
1
H é relativo ao dimetilsulfóxido deuterado, bem 
como o sinal na zona dos 39,502 ppm nos espectros RMN 
13
C). 
 
III.2.1. Acilação enzimática da polidatina 
 
A polidatina ou 3,5,4´-tri-hidroxiestilbeno-3-β-mono-D-glucósido, também conhecido 
como glicosil resveratrol ou piceide, é um estilbeno natural isolado principalmente do tronco 
seco e da raíz de Polygonum cuspidatum Sieb. et al. Zucc, uma planta medicinal tradicional 
chinesa. Pode também ser encontrado na uva, no amendoim, vinho tinto e chocolate, e é a 
forma mais abundante do resveratrol existente na Natureza. A polidatina mostrou actividade 
de anti-agregação das plaquetas, actividade antioxidante, cardioprotectora e anti-inflamatória 
e funções imunoreguladoras (Du et al., 2013).  
 Este substrato tem vários grupos hidroxilo (2 fenólicos, 1 primário e 3 secundários) 
que podem sofrer acilação (figura 23). 
 O grupo hidroxilo primário da glucose, na posição C-6´´, é a região da molécula mais 
desimpedida e portanto susceptível de sofrer acilação. Seguidamente, a acilação da polidatina 
ocorre numa segunda posição, dando origem a um derivado diacilado da polidatina. 
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Fig 23. Estrutura química da polidatina. 
 
Efectuaram-se reacções de acilação da polidatina usando acetona como solvente para 
os agentes acilantes acetato de vinilo e butirato de vinilo a 45ºC e 190 rpm. Em ambos os 
casos formou-se um produto principal, facilmente isolado por coluna cromatográfica. A 
análise estrutural deste produto revelou tratar-se do derivado diacilado. Os intermediários 
monoacilados foram visíveis nos controlos cromatográficos (CCF), todavia sempre presentes 
em quantidades pequenas, pelo que não foram isolados. 
 
Para a confirmação estrutural do produto da reacção de acilação enzimática da 
polidatina com CALB e acetato de vinilo, procedeu-se à purificação do mesmo através de 
cromatografia em coluna e à análise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de 
partida, a polidatina, para efeitos de comparação. 
 
O espectro RMN 
1
H da polidatina (figura 24) deu indicações claras da presença dos 
hidrogénios ligados a carbonos aromáticos: dois dubletos a δH 7,49 ppm (2H, d, J=8 Hz, H-
2´e H-6´) e δH 6,75 ppm (2H, d, J=8 Hz) e três singuletos a δH 6,72 ppm, δH 6,56 ppm e δH 
6,33 ppm que correspondem aos hidrogénios H-2, H-6 e H-4, respectivamente. Verificou-se 
também a presença dos sinais característicos dos hidrogénios ligados à olefina, que 
correspondem a dois dubletos a δH 7,03 ppm (1H, d, J=16 Hz, H-β) e δH 6,86 ppm, (1H, d, 
J=16 Hz, H-α). A presença dos hidrogénios dos grupos OH foi detectada como dois singuletos 
a δH 9,55 ppm atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo ligado ao carbono C-4´ e δH 9,41 
ppm atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo ligado ao carbono C-5, e três dubletos a δH 
5,26 ppm, δH 5,06 ppm e δH 5,00 ppm. Por fim, notou-se a presença dos hidrogénios ligados 
aos carbonos da glucose que correspondem ao multipleto a δH 3,07-3,57 ppm (m, 5H, H-2´´, 
H-3´´, H-4´´, H-5´´ e H-6´´). 
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Fig 24. Espectro RMN 1H da polidatina. 
 
O espectro de RMN 
13
C da polidatina (figura 25) forneceu os desvios dos 20 carbonos 
da estrutura da polidatina: 158,88 ppm (C-3); 158,34 ppm (C-5); 157,30 ppm (C-4´); 139,34 
ppm (C-1); 128,53 (C-1´); 127,98 ppm (C-β); 127,92 ppm (C-2´e C-6´); 125,22 (C-α); 115,51 
ppm (C-3´e C-5´); 107,17 ppm (C-6); 104,75 ppm (C-4); 102,75 ppm (C-2); 100,68 ppm (C-
1´´); 77,13 ppm (C-5´´); 76,70 ppm (C-3´´); 73,28 ppm (C-2´´); 69,77 ppm (C-4´´); 60,72 
ppm (C-6´´). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 25. Espectro RMN 13C da polidatina. 
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A caracterização de cada carbono foi auxiliada pela análise do espectro DEPT 135 
(figura 26). Assim foi possível concluir que dos 20 carbonos da polidatina, 5 são quaternários, 
14 são CH e 1 é CH2. 
 
Fig 26. Espectro DEPT 135 da polidatina. 
 
Na análise do especto RMN 
1
H do produto da acilação enzimática da polidatina com 
acetato de vinilo (figura 27), verificou-se o aparecimento de dois sinais novos a δH 5,52 ppm 
(dd, 2H, J=4 Hz, H-6´´) e δH 4,93 ppm (t, 1H, J1=8 Hz, J2=12 Hz, H-2´´) que correspondem à 
primeira e segunda posição de acilação, respectivamente. Observou-se também a entrada de 
dois singuletos a δH 1,98 ppm (3H), e δH 2,06 ppm (3H) característicos de grupos metílicos 
dos grupos acetato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 27. Espectro RMN 1H do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina como acetato de vinilo. 
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Na análise do espectro RMN 
13
C do produto da acilação enzimática da polidatina com 
acetato de vinilo (figura 28), observou-se o aparecimento de dois sinais a 20,54 ppm e 21,12 
ppm referentes a carbonos metílicos, e de dois sinais a 169,89 ppm e 170 ppm relativos a 
carbonos de grupos carbonilo. O sinal a 63,08 ppm atribuído ao C-6 da glucose sofreu uma 
alteração na ordem dos 2,36 ppm comparativamente à molécula da polidatina (δ 60,72 ppm). 
Além disso, o sinal atribuído ao C-3 da glucose (δ 71,07 ppm) sofreu uma alteração 
significativa na ordem dos 5,63 ppm quando comparado com o substrato de partida (δ 76,70 
ppm). Esses dados sugerem a presença de ligações éster nas posições C-6 e C-3 da glucose, 
confirmando assim as posições de acilação. 
 
 
Fig 28. Espectro RMN 13C do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina com acetato de vinilo. 
   
 A análise do DEPT 135 (figura 29) permitiu concluir que os sinais a 20,54 ppm e 
21,12 ppm correspondem a carbonos metílicos e que os sinais a 169,73 ppm e 170,22 ppm 
correspondem a carbonos quaternários. 
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Fig 29. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina com acetato de vinilo. 
 
De facto, os dados sugeridos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-6´´ e C-3´´, confirmando assim, as 
posições de acilação.  
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 30):  
 
 
 
  
 
 
 
 
Fig 30. Reacção de acilação enzimática da polidatina com acetato de vinilo. 
 
 Comparando o espectro RMN 
1
H da polidatina (figura 24) com o espectro RMN 
1
H do 
produto da acilação enzimática da polidatina com butirato de vinilo (figura 31), verifica-se o 
aparecimento de um duplo dubleto a δH 5,53 ppm (2H, dd, J1=4 Hz, J2=8 Hz, H-6´´) relativo à 
1ª posição de acilação do composto e de um sinal a δH 4,96 ppm (1H, t, J1=8 Hz, H-3´´) 
característico da segunda posição de acilação da molécula. Verificaram-se também quatro 
sinais a δH 2,33 ppm (2H, t, J=8 Hz), δH 2,24 ppm (2H, t, J=8 Hz), δH 1,59 ppm (2H, dq, J=8 
Hz) e δH 1,46 ppm (2H, dq, J=8 Hz) correspondentes a grupos CH2 do butirato. Além disso, 
 
Novozym 435 
 
 
  
14,5% de rendimento 
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observou-se o aparecimento de dois tripletos a δH 0,93 ppm (3H, t, J=8 Hz) característicos dos 
grupos metílicos dos grupos butirato. 
 
 
Fig 31. Espectro RMN 1H do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina com butirato de vinilo. 
 
 Na análise do espectro RMN 
13
C do produto da acilação enzimática da polidatina com 
butirato de vinilo (figura 32), verifica-se a entrada de dois sinais a 172,16 ppm e 172,63 ppm 
referentes a grupos carbonilo das novas ligações éster, de quatro sinais a 35,65 ppm, 35,23 
ppm, 18,01 ppm e 17,84 ppm característicos de grupos CH2 do butirato, e de dois sinais a 
13,46 ppm e 13,28 ppm relativos a grupos CH3 dos grupos butirato. Verificaram-se as 
mesmas alterações observadas na região do deslocamento químico da porção açúcar do 
composto anterior (3´´,6´´- diacetato de polidatina). Dados esses que sugerem a presença de 
ligações éster nas posições C-6 e C-3 da glucose. 
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Fig 32. Espectro RMN 13C do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina com butirato de vinilo. 
 
Analisando o espectro DEPT 135 (figura 33) pode-se concluir que, de facto, os sinais a 
172,16 ppm e 172,63 ppm correspondem a carbonos quaternários, os sinais a 35,65 ppm, 
35,23 ppm, 18,01 ppm e 17,84 ppm correspondem a grupos CH2, e que os dois sinais a 13,28 
ppm e 13,46 ppm são relativos a grupos CH3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 33. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da polidatina com butirato de vinilo. 
 
De facto, os dados sugeridos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-6´´ e C-3´´, confirmando assim, as 
posições de acilação. 
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 34):   
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Fig 34. Reacção de acilação enzimática da polidatina com butirato de vinilo. 
 
 
III.2.2. Acilação enzimática da naringina 
 
A naringina ou 7-ramnoglucósido de naringenina é uma flavonona glicosídica isolada 
principalmente da toranja e de outros frutos cítricos. Sendo membro da família dos 
flavonóides, exibe actividade antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, anti-viral, 
hepatoprotectora e anti-câncer. A naringina pode também proteger as células musculares lisas 
vasculares, aumentando a força e a resistência dos vasos sanguíneos, o que reduz os efeitos 
aterogénicos (Almeida, et al., 2012). 
 Este substrato tem vários grupos hidroxilo (2 fenólicos, 1 primário e 5 secundários) 
que podem sofrer acilação (figura 35). 
 Os grupos hidroxilo secundários do açúcar e sobretudo o grupo hidroxilo primário têm 
um acesso mais facilitado ao local activo da enzima, uma vez que esta porção da molécula é 
mais flexível. 
 
Fig 35. Estrutura química da naringina. 
 
27,41% de rendimento 
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Dada a elevada polaridade da molécula não foram testados solventes hidrofóbicos. 
Por outro lado, os dados da literatura referem que a lipase PS e a lipase de Candida 
rugosa não aceitam substratos glicosilados, ao contrário do que acontece com a Novozym 
435. Assim, para este substrato, foi seleccionada a Novozym 435 como catalisador e a acetona 
como solvente. 
Efectuaram-se reacções com naringina usando acetona como solvente para os agentes 
acilantes acetato de vinilo e butirato de vinilo a 50ºC e 200 rpm. 
 
Em ambos os casos foi possível isolar produtos. Por CCF verificou-se que quando o 
acetato de vinilo foi usado como agente acilante, foram isolados dois produtos diferentes, um 
resultante da monoacilação e o outro resultante da diacilação. O controlo das condições de 
reacção permite obter um ou outro produto em maior proporção relativa. Assim, usando um 
excesso de acetato de vinilo e maior quantidade de enzima obtem-se o derivado diacilado. Na 
acilação enzimática da naringina com butirato de vinilo isolou-se um único produto com um 
rendimento de 37,10%. 
  
Para a confirmação estrutural do produto da reacção de monoacilação da naringina 
com CALB e acetato de vinilo, procedeu-se à purificação do mesmo através de cromatografia 
em coluna e à análise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a 
naringina, para efeitos de comparação. 
  
O espectro de RMN 
1
H da naringina (figura 36) forneceu sinais característicos do 
núcleo flavonóide, como δH 12,05 ppm, atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo do 
carbono C-5, envolvido numa ligação de hidrogénio intramolecular com o carbonilo da 
posição C-4, e δH 9,60 ppm, referente ao hidroxilo presente em C-4´. Também se observaram 
dois dubletos centrados a δH 7,33 ppm (2H, d, J=12 Hz, H-2´e H-6´) e δH 6,80 ppm (2H, d, 
J=8Hz, H3´e H-5´), a região de deslocamento químico de hidrogénios aromáticos presentes no 
anel C. Além disso, observou-se um multipleto a δH 6,11 ppm ppm referente dos hidrogénios 
H-6 e H-8 do anel A. O dubleto a δH 5,30 ppm (J=4 Hz) e o singuleto a δH 5,11 ppm referem-
se aos hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos C-1´´ e C-1´´´, respectivamente. O duplo 
dubleto centrado a δH 5,52 ppm com J=4 Hz é referente ao H-2 do anel B. O dubleto a δH 1,15 
ppm com J=4 Hz é característico do grupo metílico presente na posição H-6´´´. 
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Fig 36. Espectro RMN 1H da naringina. 
 
O espectro de RMN 
13
C da naringina (figura 37) forneceu os desvios dos 27 carbonos 
da estrutura da naringina: 197,22 ppm (C-4); 164,87 ppm (C-7); 162,94 ppm (C-5); 162,76 
ppm (C-9); 157,83 (C-4´); 128,65 ppm (C-1´); 128,55 ppm (C-2´); 128,45 ppm (C-6´); 115,21 
ppm (C-3´e C-5´); 103,31 ppm (C-10); 100,39 ppm (C-1´´); 97,42 ppm (C-1´´´); 96,31 ppm 
(C-6); 95,12 ppm (C-8), 78,63 ppm (C-2); 77,14 ppm (C-5´´); 76,90 ppm (C-3´´); 76,08 ppm 
(C-2´´); 71,82 ppm (C-4´´´); 70,47 ppm (C-3´´´); 70,39 ppm (C-2´´´); 69,58 ppm (C-4´´); 
68,29 ppm (C-5´´´); 60,44 ppm (C-6´´); 42,10 ppm (C-3); 18,04 ppm (CH3 da ramnose). 
 
 
Fig 37. Espectro RMN 13C da naringina. 
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A caracterização de cada carbono foi auxiliada pela análise do espectro DEPT 135 
(figura 38). Deste modo, foi possível concluir que dos 27 carbonos da naringina, 7 são 
quaternários, 17 são CH, 2 são CH2 e 1 é CH3. 
 
 
Fig 38. Espectro DEPT 135 da naringina. 
  
Comparando os espectros de RMN 
1
H da naringina (figura 36) e do produto da 
reacção de monoacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo (figura 39), observou-
se uma troca dos sinais dos dois duplos dubletos iniciais, ou seja, o desvio dos hidrogénios H-
2´e H-6´ passou a pertencer aos hidrogénios H-3´e H-5´ e vice-versa. Foi possível verificar 
algumas alterações na região do deslocamento químico da porção açúcar mas que 
infelizmente não dão indicações claras de corresponderem à zona de acilação, como é o caso 
do sinal a δH 5,42 ppm (2H, dd, 2H, J1=4 Hz, J2=8 Hz), que mesmo integrando duas unidades 
(2H) não pode corresponder à região acilada (C-6´´) visto que é um duplo dubleto em vez de 
ser um dubleto, e também o segundo valor da constante de acoplamento (J=8 Hz) não 
identifica aquela posição, isto é, a constante de acoplamento (J) deveria ser uma só, que neste 
caso é o J=4 Hz. Por isso, a zona de acilação da molécula tem que ser demonstrada com base 
na análise do espectro de carbono (figura 40). Por fim, verificou-se o aparecimento de um 
singuleto (3H) a δH 1,14 ppm característico do grupo metílico do grupo acetato. 
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Fig 39. Espectro RMN 1H do produto de reacção de monoacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
 Observando o espectro RMN 
13
C do produto de reacção de monoacilação enzimática 
da naringina com acetato de vinilo (figura 40), verifica-se o aparecimento do sinal com desvio 
químico 20,49 ppm relativo ao grupo metílico do agente acilante, e 170,12 ppm referente ao 
carbono carbonilo também do acetato, dando indicações claras de que se trata de um 
monoéster. O sinal a 63,24 ppm, que foi atribuído à posição C-6 da glucose apresentou uma 
alteração na ordem dos 2,8 ppm comparativamente à molécula de naringina (δ 60,44 ppm). 
Além disso, o sinal a 73,62 ppm atribuído ao C-5´´ da glucose apareceu a um campo menor 
(3,52 ppm) quando comparado com a naringina (δ 77,14 ppm). Estes dados sugerem a 
presença de uma ligação éster na posição C-6 da glucose, confirmando assim a posição de 
acilação. 
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Fig 40. Espectro RMN 13C do produto de reacção de monoacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
 A análise do DEPT 135 do produto da monoacilação enzimática da naringina com 
acetato de vinilo (figura 41) permitiu concluir que o sinal a 20,49 ppm corresponde a um 
grupo metílico e que o sinal a 170,13 ppm corresponde a um carbono quaternário. 
 
 
Fig 41. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de monoacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
De facto, os dados fornecidos pelos espectros RMN de 
1
H, 
13
C e DEPT 135 sugerem a 
presença de uma ligação éster na posição C-6´´, confirmando assim a posição de acilação. 
Resultados e discussão 
 
66 
 
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 42): 
 
 
 
 
Fig 42. Reacção de monoacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
Na análise do espectro de RMN 
1
H do produto de reacção de diacilação enzimática da 
naringina com acetato de vinilo (figura 43), observaram-se também alterações nos sinais dos 
hidrogénios da porção açúcar. Além disso, verificou-se o aparecimento de dois singuletos a δH 
1,95 ppm (3H) e δH 1,97 ppm (3H) característicos de grupos metílicos dos grupos acetato.  
 
 
Fig 43. Espectro RMN 1H do produto de reacção de diacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
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 Observando o espectro RMN 
13
C do produto de reacção de diacilação enzimática da 
naringina com acetato de vinilo (figura 44) verifica-se o aparecimento dos sinais com desvios 
químicos 20,50 ppm e 20,85 ppm, referentes a carbonos metílicos e a 169,85 ppm e 170,13 
ppm referentes a carbonos carbonilo. Pode-se observar novamente alterações nas posições C-
5 e C-6 da glucose comparativamente à molécula da naringina. Além disso, o sinal a 73,69 
ppm atribuído à posição C-4 da ramnose sofreu uma mudança na ordem dos 1,87 ppm 
comparativamente à molécula da naringina (δ 71,87 ppm). Estas informações sugerem a 
presença de ligações éster nas posições C-6 da glucose e C-4 da ramnose, confirmando assim 
as posições de acilação. 
 
 
Fig 44. Espectro RMN 13C do produto de reacção de diacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
A análise do DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da naringina 
(figura 45) permitiu concluir que os sinais a 168,44 ppm e 168,66 ppm correspondem a 
carbonos quaternários e os sinais a 18,20 ppm e 18,56 ppm a carbonos metílicos. 
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Novozym 435 
 
Fig 45. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de diacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo 
 
De facto, os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-4´´´ e C-6´´, confirmando assim as 
posições de acilação. 
 Dada a confirmação da estrutura do produto da reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser apresentada (figura 46): 
 
 
  
 
 
 
 
 
Fig 46. Reacção de diacilação enzimática da naringina com acetato de vinilo. 
 
Observando o espectro RMN 
1
H do produto de reacção de monoacilação enzimática 
da naringina com butirato de vinilo (figura 47), verificaram-se as mesmas alterações 
observadas na região de deslocamento químico da porção dos dois compostos anteriormente 
descritos, e que não foram suficientes para definir a posição de acilação. Além disso, 
observou-se dois multipletos a δH 1,43 ppm (2H) e δH 2,21 ppm (2H) característicos dos 
grupos CH2 do butirato, e de um multipleto a δH 0,77 ppm (3H) relativo ao grupo metílico 
também do grupo butirato. 
 
 
 
 
 
 
 
76,27% de rendimento 
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Fig 47. Espectro RMN 1H do produto de reacção de monoacilação enzimática da naringina com butirato de vinilo. 
 
Na análise do espectro de RMN 
13
C do produto de reacção de monoacilação 
enzimática da naringina com butirato de vinilo (figura 48) observou-se o aparecimento do 
sinal a 172,59 ppm relativo ao carbono carbonilo do butirato e dos sinais a 13,30 ppm, 17,78 
ppm e 35,18 ppm característicos de grupos metílico e etílicos do butirato. As alterações nas 
posições C-6 e C-5 da glucose também foram visíveis, evidenciando mais uma vez a presença 
de uma ligação éster na posição C-6 da glucose, que corresponde à região de acilação da 
molécula. 
 
 
Fig 48. Espectro RMN 13C do produto de reacção da monoacilação enzimática da naringina com butirato de vinilo. 
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 O espectro DEPT 135 (figura 49) permitiu concluir que o sinal a 172,59 ppm é relativo 
a um carbono quaternário, que o sinal a 13,30 ppm é relativo a um grupo metílico e que os 
sinais a 17,78 ppm e 35,18 ppm correspondem a grupos etílicos do butirato. 
 
 
Fig 49. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de monoacilação enzimática da naringina com butirato de vinilo. 
 
De facto, os dados fornecidos pelos espectros RMN de 
1
H, 
13
C e DEPT 135 sugerem a 
presença de uma ligação éster na posição C-6´´, confirmando assim a posição de acilação. 
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 50): 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 50. Reacção de acilação enzimática da naringina com butirato de vinilo. 
 
III.2.3. Acilação enzimática da rutina 
 
A rutina ou quercetina-3-raminosil glicosídeo é um derivado flavona natural 
descoberto no trigo no século XIX. Possui uma estrutura na forma de aglicona, quercetina, na 
qual se liga um dissacarídeo (rutinose) na posição C-3 do anel C. É um flavonóide isolado 
principalmente de frutas e vegetais.  
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A rutina tem sido usada no tratamento de muitas doenças devido às suas importantes 
propriedades farmacológicas, incluindo actividade antioxidante, antialergénica, anti-
inflamatória, vasoactiva, anti-tumoral, antibacteriana, anti-pasmódica, anti-trombótica e 
cardioprotectora (Chua, 2013). 
 
Tal como os outros substratos, a rutina tem vários grupos hidroxilo (4 fenólicos e 6 
secundários) que podem sofrer acilação (figura 51). 
 
A acilação enzimática da rutina recai nos grupos hidroxilo secundários dos açúcares 
(6-O-(L-alfa-ramnopiranosil)-D-glicose) que constituem a molécula. Seguidamente, a 
acilação da rutina ocorre numa segunda posição, dando origem a um derivado diacilado. 
 
 
Fig 51. Estrutura química da rutina. 
 
Para este substrato foi realizado um screening de enzimas e solventes usando acetato 
de vinilo, propionato de vinilo, butirato de vinilo e cinamato de vinilo como dadores de acilo. 
 
 Acetona Acetonitrilo THF Acetato de vinilo Butanona 
CALB + + ++ + +++ 
Lipase PS - - - - - 
 
Tabela 1. Optimização das condições de reacção para a acilação enzimática da rutina usando acetato de vinilo, 
propionato de vinilo, butirato de vinilo, ácido palmítico e cinamato de vinilo como dadores de acilo. 
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Observando a tabela anterior é possível concluir que a rutina só foi aceite como 
substrato pela CALB. A reacção teve lugar em todos os solventes utilizados, sendo THF e 
butanona os solventes que favorecem a conversão do substrato. 
 Dados da literatura apontam que a lipase PS não aceita substratos glicosilados, o que 
pode explicar o facto de a rutina não ter sido aceite por esta enzima. 
 De seguida, efectuaram-se reacções em maior escala usando CALB como enzima e 
butanona como solvente. 
 De salientar que os produtos principais resultantes dessas reacções foram todos 
diacilados, ao contrário das reacções de acilação enzimática da rutina descritas na literatura, 
em que usando dadores de acilo de longa cadeia, foram obtidos derivados monoacilados na 
posição C-4 da ramnose (Duan et al., 2006). 
 Para a confirmação estrutural do produto de reacção de acilação da rutina com CALB, 
acetato de vinilo e butanona, procedeu-se à purificação do mesmo através de cromatografia 
em coluna e à análise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a 
rutina, para efeitos de comparação. 
 O espectro de RMN 
1
H da rutina (figura 52) forneceu sinais característicos do núcleo 
flavonóide, como δH 12,60 ppm, atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo do carbono C-5, 
envolvido numa ligação de hidrogénio intramolecular com o carbonilo da posição C-4, δH 
10,81 ppm, atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo do carbono C-7, δH 9,65 ppm, 
atribuído ao hidrogénio do grupo hidroxilo do carbono C-4´ e δH 9,17 ppm, referente ao grupo 
hidroxilo do carbono C-3´. Foi possível observar dois dubletos centrados a δH 7,54 ppm (2H, 
d, J=8 Hz, H-2´, H-6´) e δH 6,84 ppm (1H, d, J=8 Hz, H-5´), que correspondem à região de 
deslocamento químico dos hidrogénios aromáticos presentes no anel B. Também se 
observaram dois singuletos centrados a δH 6,19 ppm (1H, s, H-6) e δH 6,38 ppm (1H, s, H-8), 
que correspondem à região de deslocamento químico dos hidrogénios aromáticos no anel A. 
O dubleto observado a δH 5,34 ppm (J=8 Hz) e o singuleto a δH 4,38 ppm correspondem aos 
hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos C-1´´ e C-1´´´, respectivamente. Também se 
observou um multipleto a δH 3,31 ppm (17H, m) que corresponde a região do deslocamento 
químico dos hidrogénios da porção açúcar. O dubleto a δH 0,99 ppm (3H, d, J=8 Hz) 
característico do grupo metílico da posição C-6 da ramnose. 
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Fig 52. Espectro RMN 1H da rutina. 
 
O espectro de RMN 
13
C da rutina (figura 53) forneceu os desvios dos 27 carbonos da 
estrutura da rutina: 156, 42 ppm (C-2); 133,30 ppm (C-3); 177,37 ppm (C-4); 161,23 ppm (C-
5); 98,67 ppm (C-6); 164,07 ppm (C-7); 93,58 ppm (C-8); 156,60 ppm (C-9); 103,97 ppm (C-
10); 121,17 ppm (C-1´); 116,26 ppm (C-2’); 144,75 ppm (C-3´); 148,41 ppm (C-4`); 115,22 
ppm (C-5´); 121,59 ppm (C-6´); 101,18 ppm (C-1´´); 74,07 ppm (C-2´´); 76,44 ppm (C-3´´); 
70,37 ppm (C-4´´); 75,91 ppm (C5´´); 100,75 ppm (C-1´´´); 70,55 ppm (C-2´´´); 70,00 ppm 
(C-3´´´); 71,84 ppm (C-4´´´); 68,24 ppm (C-5´´´); 66,99 ppm (C-6´´); 17,74 ppm (CH3 da 
ramnose). 
 
 
 
 
 
Fig 53. Espectro RMN 13C da rutina. 
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A caracterização de cada carbono foi auxiliada pela análise do espectro DEPT 135 
(figura 54). Assim foi possível concluir que dos 27 carbonos da rutina, 10 são quaternários, 15 
são CH, 1 é CH2 e 1 é CH3. 
 
 
Fig 54. Espectro DEPT 135 da rutina. 
 
Na análise do espectro de RMN 
1
H do produto de reacção de acilação enzimática da 
rutina com acetato de vinilo (figura 55), verificaram-se alterações nos sinais dos hidrogénios 
da porção açúcar, o que nos permitiu prever que a acilação ocorreu nessa zona da molécula. 
Durante a análise, observaram a entrada de dois tripletos novos centrados a δH 4,62 ppm (1H, 
t, J=8 Hz, H-4´´´) e δH 4,84 ppm (1H, t, J1=8 Hz, J2=12 Hz, H-3´´), que correspondem às duas 
regiões de acilação da porção açúcar. Também se observou a entrada de dois singuletos a δH 
2,05 ppm e a δH 1,90 ppm referentes a grupos metílicos. 
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Fig 55. Espectro RMN 1H do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com acetado de vinilo. 
 
No espectro RMN 
13
C do produto da acilação enzimática da rutina com acetato de 
vinilo (figura 56) verificou-se o aparecimento dos sinais com desvios químicos 20,73 ppm e 
21,10 ppm referentes a carbonos metílicos e a 169,72 ppm e 170,04 ppm referentes a 
carbonos carbonilo. O sinal a 73,55 ppm atribuído ao C-4 da ramnose sofreu uma mudança na 
ordem dos 1,71 ppm quando comparado com a molécula de rutina (δ 71,84 ppm). O sinal a 
77,49 ppm atribuído ao C-3 da glucose sofreu uma alteração de 1,05 ppm relativamente ao 
substrato rutina (δ 76,44 ppm). Além disso o sinal referente ao C-2 da glucose (δ 79,18 ppm) 
apresentou uma alteração bastante significativa (5,11 ppm) comparativamente à molécula de 
rutina (δ 74,07 ppm). Estes dados sugerem a presença de ligações éster nas posições C-4 da 
ramnose e C-3 da glucose, elucidando assim as posições de acilação do composto. 
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Fig 56. Espectro RMN 13C do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com acetato de vinilo. 
 
A análise do DEPT 135 (figura 57) permitiu concluir que os sinais a 169,72 ppm e 
170,04 ppm correspondem a carbonos quaternários e os sinais a 20,73 ppm e 21,10 ppm a 
carbonos metílicos. 
 
 
Fig 57. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com acetato de vinilo. 
 
De facto, os dados sugeridos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-4´´´ e C-3´´, confirmando assim, as 
posições de acilação. 
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Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 58): 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
Fig 58. Reacção de acilação enzimática da rutina com acetato de vinilo. 
 
Para a confirmação estrutural do produto de reacção de acilação da rutina com CALB, 
propionato de vinilo e butanona, procedeu-se à purificação do mesmo através de CCF 
preparativa e à análise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a 
rutina, para efeitos de comparação. 
 Comparando o espectro RMN 
1
H da Rutina (figura 52) com o do produto da acilação 
enzimática da rutina com propionato de vinilo (figura 59), verificou-se o aparecimento de dois 
tripletos a δH 4,65 ppm (1H, t, J1=8 Hz, J2=12 Hz, H-3´´) e a δH 4,86 ppm (1H, t, J=8 Hz, H-
4´´´), que correspondem às duas regiões de acilação da porção açúcar. Também se observou a 
entrada de dois sinais a δH 2,18 ppm (2H, dd, J1=4 Hz, J2=8 Hz) e δH 2,36 ppm (2H, dd, J=8 
Hz) relativos a grupos CH2 do propionato e o aparecimento de dois tripletos a δH 0,98 ppm 
(3H, t, J=8 Hz) e δH 1,06 ppm  (3H, t, J=8 Hz), característicos de grupos metilícos dos grupos 
propionato.  
 
 
Fig 59. Espectro RMN 1H do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com propionato de vinilo. 
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No espectro RMN 
13
C do produto da acilação enzimática da rutina com propionato de 
vinilo (figura 60), verificou-se o aparecimento dos sinais a 173,07 ppm e a 173,46 ppm 
referentes aos carbonos carbonilos dos grupos proprionato, dos sinais a 26,77 ppm e a 27,00 
ppm referentes a grupos etílicos, e dois sinais a 9,06 ppm e 9,09 ppm referentes a grupos 
metílicos. As alterações mais importantes verificadas nos carbonos da porção açúcar foram as 
mesmas registradas no composto anteriormente descrito (3´´, 4´´´- diacetato de rutina), dando 
a confirmação de que as posições de acilação para este composto são os carbonos da posição 
4 da ramnose (C-4´´´) e da posição 3 da glucose (C-3´´). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 60. Espectro RMN 13C do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com propionato de vinilo. 
 
O espectro DEPT 135 (figura 61) confirma que os sinais a 173,07 ppm e 173,46 ppm 
correspondem a carbonos quaternários, que os sinais a 26,77 ppm e 27,00 ppm correspondem 
a grupos CH2, e que os sinais a 9,06 ppm e 9,09 ppm correspondem a grupos CH3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 61. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com propionato de vinilo. 
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De facto, os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-4´´´ e C-3´´, confirmando assim, as 
posições de acilação. 
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 62): 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 62. Reacção de acilação enzimática da rutina com propionato de vinilo. 
 
Para a confirmação estrutural do produto de reacção de acilação da rutina com CALB, 
butirato de vinilo e butanona, procedeu-se à purificação do mesmo através de TLC 
preparativa e à análise por RMN unidimensional, juntamente com o substrato de partida, a 
rutina, para efeitos de comparação. 
Observando o espectro RMN 
1
H do produto da acilação enzimática da rutina com 
butirato de vinilo (figura 63), verificam-se também alterações nos sinais dos hidrogénios da 
porção açúcar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 63. Espectro RMN 1H do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com butirato de vinilo. 
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No espectro RMN 
13
C do produto da acilação enzimática da rutina com butirato de 
vinilo (figura 64), verificou-se o aparecimento dos sinais a 172,17 ppm e 172,53 ppm 
referentes a carbonos carbonilos dos grupos butirato, dos sinais a 17,96 ppm, 18,02 ppm, 
35,29 ppm e 35,65 ppm referentes a grupos etílicos dos grupos butirato e dos sinais a 13,47 
ppm e 13,42 ppm referentes a grupos metílicos dos grupos butirato. Do mesmo modo, as 
alterações nos carbonos C-4´´´ (δ 73,27 ppm), C-3´´ (δ 77,18 ppm) e C-2´´ (δ 70,37 ppm), 
permitiram a identificação de ligações éster nas posições C-4 da ramnose e C-3 da glucose, 
confirmando assim as posições de acilação. 
 
 
Fig 64. Espectro RMN 13C do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com butirato de vinilo. 
 
 O espectro DEPT 135 (figura 65) permitiu concluir que os sinais a 172,17 ppm e 
172,53 ppm correspondem a carbonos quaternários, que os sinais a 17,96 ppm, 18,02 ppm, 
35,29 ppm e 35,65 ppm correspondem a carbonos de grupos etílicos, e que os sinais a 13,47 
ppm e 13,42 ppm correspondem a carbonos de grupos metílicos. 
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Fig 65. Espectro DEPT 135 do produto de reacção de acilação enzimática da rutina com butirato de vinilo. 
 
De facto, os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 
1
H, de 
13
C e DEPT 135 
sugerem a presença de ligações éster nas posições C-4´´´ e C-3´´, confirmando assim, as 
posições de acilação.  
 
Dada a confirmação da estrutura do produto de reacção, a representação esquemática 
da reacção pode ser ilustrada (figura 66):  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 66. Reacção de acilação enzimática da rutina com butirato de vinilo. 
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IV. Conclusões 
 
Os compostos polifenólicos estão amplamente distribuídos na Natureza e têm 
merecido uma atenção especial devido à sua actividade biológica relevante. 
A acilação enzimática destes compostos tem levantado um forte interesse para o 
estudo da regiosselectidade das enzimas. 
Deste modo, procedeu-se ao estudo de reacções de acilação enzimática de compostos 
flavonóides e estilbenos sob a acção de lipases em meio orgânico, utilizando acetato de vinilo, 
propionato de vinilo e butirato de vinilo como dadores do grupo acilo. 
Os resultados obtidos comprovaram, de facto, a capacidade das lipases em reconhecer 
e diferenciar diferentes grupos hidroxilo, levando à obtenção de ésteres com elevada 
regiosselectividade e com bons rendimentos. 
A afinidade da CALB para grupos hidroxilo primários, como é o caso do grupo 
hidroxilo presente na posição 6 da glucose na molécula da polidatina, um estilbeno 
monoglicosilado, foi verificada. 
No entanto, nas reacções de acilação enzimática da polidatina tanto com o acetato de 
vinilo ou butirato de vinilo, além do hidroxilo na posição C-6, também foi acilado o hidroxilo 
na posição C-3 da glucose. 
A preferência da CALB pelo grupo hidroxilo na posição 6 da glucose foi observada na 
acilação enzimática da naringina com acetato de vinilo e butirato de vinilo. Adicionalmente, 
na acilação enzimática da naringina, um flavonóide monoglicosilado, com acetato de vinilo 
obteve-se um derivado diacilado nas posições C-6 da glucose e C-4 da ramnose. 
No caso da rutina, um flavonóide glicosilado com duas unidades de açúcar, a 
preferência pelo grupo hidroxilo na posição 4 da ramnose (C-4´´´) foi verificada. No entanto, 
em todas as reacções desenvolvidas com este substrato, adicionalmente ao grupo hidroxilo 
presente na posição C-4 da ramnose, o grupo hidroxilo na posição 3 da glucose foi também 
acilado. 
Os grupos hidroxilo da aglicona não foram acilados à semelhança do que aconteceu 
com a polidatina e com a naringina. 
Por outro lado, não foi possível obter um derivado monoacilado puro da rutina. 
Além disso, com os agentes acilantes cinamato de vinilo e ácido palmítico não se 
observou reacção. A enzima lipase PS não mostrou actividade catalítica para este substrato. 
Estes resultados demonstram a elevada regiosselectividade das lipases face a substratos 
complexos, com um grande número de grupos hidroxilo (fenóis e álcoois secundários e 
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primários) possíveis de sofrer acilação. Além disso, evidenciam a utilidade da catálise 
enzimática na transformação regiosselectiva dos compostos poli-hidroxilados em estudo, com 
o objectivo de melhorar as suas propriedades biológicas, nomeadamente a actividade 
antioxidante. 
A acilação da rutina com ácidos gordos de longa cadeia permitindo a obtenção de 
derivados monoacilados havia já sido estudada por outros autores. Todavia, de acordo com a 
nossa pesquisa bibliográfica, a síntese de derivados diacilados é aqui reportada pela primeira 
vez. 
O estudo das propriedades biológicas dos novos compostos e a exploração das relações 
estrutura-actividade irão permitir a identificação de características estruturais necessárias a 
uma determinda actividade biológica e a descoberta de novos compostos biologicamente 
activos. 
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V. Parte experimental 
 
V.1. Instrumentação 
 Os espectros de ressonância magnética nuclear de protões, RMN 
1
H, foram obtidos 
num espectrómetro Varian Unity 400, a 400 MHz. Os espectros de ressonância magnética 
nuclear de carbono 13, RMN 
13
C, foram obtidos num espectrómetro Bruker Avance III de 100 
MHz. A caracterização de carbonos metílicos, metilénicos e quaternários foi efectuada por 
DEPT. Os desvios químicos são dados na escala ϭ (ppm) e são relativos ao dimetilsulfóxido 
deuterado como solvente. Os pontos de fusão (pf) formam determinados num aparelho Büchi-
540. 
As  reacções  enzimáticas  foram  efectuadas  num  agitador   orbital   New  Brunswick 
Scientific, C24 Incubator Shaker, a 50ºC e 200 rpm ou a 45ºC e 175 rpm. 
 
V.2. Cromatografia 
A cromatografia em camada fina foi feita em placas de alumínio de sílica gel F254 Merck 
usando misturas de clorofórmio/acetona/metanol (60:35:5 ou 75:24:1), acetato de etilo/éter 
dietílico (1:1) ou clorofórmio:metanol:água (5:2:0,3 ou 4:1:0,15) como eluentes. 
 
V.3. Reagentes e solventes 
Todos os compostos comercialmente disponíveis foram usados como fornecidos pelos 
fabricantes. 
Os substratos naringina e rutina foram obtidos da TCI, enquanto que a polidatina foi 
obtida da Sigma-Aldrich Co. Clorofórmio e metanol foram obtidos da CARLO EBRA 
Reagents, e butanona foi obtida da BDH Laboratory supplies. Éter dietílico, acetonitrilo, 
acetona, heptano, sílica gel 60 (cromatografia em coluna) e TLC sílica gel 60 F254 foram 
obtidos da Merck Co. Acetato de vinilo, butirato de vinilo, acetato de etilo, propionato de 
vinilo e as lipases foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. 
 
 V.4. Acilações enzimáticas 
Numa primeira fase, algumas reacções realizadas em trabalhos anteriores tiveram que 
ser optimizadas e consequentemente  repetidas, como é o caso das acilações enzimáticas da 
naringina e da polidatina, com o objectivo de se aumentar o rendimento dos produtos. Depois 
foram feitas reacções novas, que neste caso são reacções de acilação enzimática da rutina. 
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V.4.1. Acilação enzimática da polidatina 
3´´,6´´- Diacetato de polidatina 3.2 
A uma solução de polidatina (3.1, 200 mg; 0,51 mmol) em acetona (3 mL) e acetato de 
vinilo (0,5 mL), adicionou-se Novozym 435 (200 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 50º. 
Após 24 horas, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por 
último, o 3´´,6´´- diacetato de polidatina (3.2, 35,1 mg, 14,5%) foi isolado por cromatografia 
em coluna, clorofórmio/ acetona/ metanol (75:15:2). 
 
P.f.: 102,9-104,9  
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 9,58 (1H, s, OH-4´); 9,48 (1H, s, OH-5); 7,40 (d, 
2H, H-2´ e H-6´, J=8 Hz); 7,03 (d, 1H, J=16 Hz, H-β); 6,87 (d, 1H, J=16 Hz, H-α); 6,76 (d, 
2H, J=8 Hz, H-3´ e H-5´); 6,66 (s, 1H, H-2); 6,60 (s, 1H, H-6); 6,34 (s, 1H, H-4); 5,56 (dd, 
2H, J=4 Hz, H-6´´ acilada); 5,04 (d, 1H, J=8 Hz, H-1´´); 4,93 (t, 1H, J1=8 Hz, J2= 12 Hz, H-
3´´ acilada); 2,8-3,9 (H´s do açúcar); 2,6 (s, 3H, CH3 dos grupos acetato); 1,98 (s, 3H, CH3 
dos grupos acetato). 
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 170,22 e 169,73 (COMe); 158,44 (C-3); 158,33 (C-
5); 157,36 (C-4´); 139,36 (C-1); 128,66 (C-1´); 128,59 (C-β); 127,92 (C-2´e C-6´); 125,17 (C-
α); 115,54 (C-3´e C-5´); 107,20 (C-6); 104,84 (C-4); 102,80 (C-2); 99,76 (C-1´´); 77,30 (C-
5´´); 73,29 (C-2´´); 71,07 (C-3´´); 67,86 (C-4´´); 63,08 (C-6´´); 20,50 (CH3 (OAc-C6´´)); 
20,85 (CH3 (OAc-C-3´´)). 
 
3´´, 6´´- Dibutirato de polidatina, 3.3 
A uma solução de polidatina (3.1, 200 mg; 0,51 mmol) em acetona (3 mL) e butirato 
de vinilo (0,5 mL), adicionou-se Novozym 435 (200 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 
45º. Após 5 dias, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por 
último 3´´, 6´´- dibutirato de polidatina (3.3, 74,1 mg, 27,41%) foi isolada por cromatografia 
em coluna, clorofórmio/ acetona (70:30). 
 
P.f.: 103,4-105,8 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 9,57 (1H, s, OH-4´); 9,46 (1H, s, OH-5); 7,41 (d, 
2H, H-2´ e H-6´, J=8 Hz); 7,03 (d, 1H, J=16 Hz, H-β); 6,88 (d, 1H, J=16 Hz, H-α); 6,77 (d, 
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2H, J=8 Hz, H-3´ e H-5´); 6,67 (s, 1H, H-2); 6,60 (s, 1H, H-6); 6,33 (s, 1H, H-4); 5,53 (dd, 
2H, J=4 Hz, J2=8 Hz, H-6´´ acilada); 5,04 (d, 1H, J=8 Hz, H-1´´); 4,96 (t, 1H, J1=8 Hz, J2= 12 
Hz, H-3´´ acilada); 3,17-3,6 (H´s do açúcar); 2,33 (t, 2H, J=8 Hz, CH2 dos grupos butirato); 
2,24 (t, 2H, J=8 Hz, CH2 dos grupos butirato); 1,59 (dq, 2H, J=8 Hz, CH2 dos grupos 
butirato); 1,46 (dq, 2H, J=8 Hz, CH2 dos grupos butirato); 0,93 (t, 3H, J=8 Hz, CH3 dos 
grupos butirato); 0,76 (t, 3H, J=8 Hz, CH3 dos grupos butirato).   
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 172,16 e 172,63 (COMe); 158,42 (C-3); 158,33 (C-
5); 157,34 (C-4´); 139,36 (C-1); 128,66 (C-1´); 128,58 (C-b); 127,90 (C-2´e C-6´); 125,18 (C-
a); 115,52 (C-3´e C-5´); 107,16 (C-6); 104,70 (C-4); 102,85 (C-2); 99,74 (C-1´´); 76,95 (C-
5´´); 73,45 (C-2´´); 71,11 (C-3´´); 68,02 (C-4´´); 63,03 (C-6´´); 35,65; 35,23; 18,01; 17,84 
(CH2 dos grupos butirato); 13,46; 13,28 (CH3 dos grupos butirato). 
 
V.4.2. Acilação enzimática da naringina 
6´´- Acetato de naringina, 3.5 
A uma solução de naringina (3.4, 100 mg; 0,17 mmol) em acetona (10 mL) e acetato 
de vinilo (1 mL), adicionou-se Novozym 435 (100 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 
50ºC. Ao fim de 3 dias adicionaram-se mais enzima (100 mg) e agente acilante (1 mL) e 
manteve-se a agitação a 50ºC. Após 5 dias, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e 
o solvente evaporado. Por último, o 6´´- acetato de naringina (3.5, 104 mg, 98,35%) foi 
isolado por cromatografia em coluna, clorofórmio/ acetona/ metanol (60:35:5). 
 
P.f.: 72,0-74,1ºC 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6)δ ppm: 12,05 (1H, s, OH-5); 9,61 (1H, s, OH-4´); 7,32 (2H, 
d, J=8 Hz, H-3´e H-5´); 6,79 (2H, d, J=12 Hz, H-2´e H-6´); 6,09 (2H, m, H-6 e H-8); 5,52 
(1H, dd, J=0 Hz, H-2); 3,1-3,8 (H´s da porção açúcar); 2,71 (1H, dd, J=4 Hz, H-3´´´); 1,16 
(3H, d, J=4 Hz, CH3 da ramnose); 1,14 (3H, s, CH3 do acetato). 
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 197,4 (C-4); 170,13 (COMe); 164,56 (C-7); 162,86 
(C-5); 157,86 (C-4´); 128,59 (C-1´); 162,79 (C-9); 128,52 (C-2´); 128,49 (C-6´); 115,17 (C-
3´e C-5´); 103,35 (C-10); 100,47 (C-1´´); 97,26 (C-1´´´); 96,34 (C-6); 95,23 (C-8); 78,75 (C-
2); 76,93 (C-3´´); 75,98 (C-2``); 73,62 (C-5´´); 71,81 (C-4´´´); 70,46 (C-3´´´); 70,34 (C-2´´´); 
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70,00 (C-4´´); 68,32 (C-5´´´); 63,24 (C-6´´- acilada); 42,06 (C-3); 20,49 (CH3(OAc-C-6´´); 
18,4 (CH3 da ramnose). 
 
4´´´, 6´´- Diacetato de naringina, 3.6 
A uma solução de naringina (3.4, 100 mg; 0,17 mmol) em acetona (10 mL) e acetato 
de vinilo (1 mL), adicionou-se Novozym 435 (100 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 
50ºC. Ao fim de 3 dias adicionaram-se mais enzima (100 mg) e agente acilante (1 mL) e 
manteve-se a agitação a 50ºC. Após 8 dias, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e 
o solvente evaporado. Por último, o 4´´´, 6´´- diacetato de naringina (3.6, 86,1 mg, 76,27%) 
foi isolado por cromatografia em coluna, clorofórmio/ acetona/ metanol (60:35:5). 
 
P.f.: 227,1-227,3ºC 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 1,07 (3H, d, J=4 Hz, CH3 da ramnose); 1,94 (3H, s, 
CH3 do acetato); 1,97 (3H, s, CH3 do acetato); 2,73 (1H, dd, J=4 Hz, H-3´´´); 3,1-3,81 (H´s do 
açúcar); 5,03 (1H, d, J=4 Hz, H-1´´); 5,18 (1H, s, H-1´´´); 6,09 (2H, m, H-6 e H-8); 6,79 (2H, 
d, J=8 Hz, H-3´e H-5´); 7,31 (2H, d, J=8 Hz, H-2´e H-6´); 9,60 (1H, s, OH-4´); 12,03 (1H, s, 
OH-5) 
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 197,38 (C-4); 169,89 e 170,13 (COMe); 164,51 (C-
7); 162,92 (C-5); 162,88 (C-9); 157,84 (C-4´); 128,44 (C-1´); 128,13 (C-2´ e C-6´); 115,15 
(C-3´e C-5´); 103,46 (C-10); 99,86 (C-1´´); 97,48 (C-1´´´); 96,26 (C-6); 95,19 (C-8); 78,76 
(C-2); 76,85 (C-3´´); 75,59 (C-2´´); 74,03 (C-5´´); 73,69 (C-4´´´acilada); 70,21 (C-3´´´); 69,89 
(C-2´´´); 67,92 (C-4´´); 65,73 (C-5´´´); 63,21 (C-6´´ acilada); 41,97 (C-3); 20,85 (CH3 (OAc-
C-4´´´)); 20,50 (CH3 (OAc-C-6´´); 17,52 (CH3 da ramnose). 
 
6´´- Butirato de naringina, 3.7 
  A uma solução de naringina (3.4, 100 mg; 0,17 mmol) em acetona (10 mL) e butirato 
de vinilo (1 mL), adicionou-se Novozym 435 (100 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 
50º. Após 3 dias, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por 
último, o 6´´- butirato de naringina (3.7, 41 mg, 37,10%) foi isolado por cromatografia em 
coluna, clorofórmio/ acetona/ metanol (60:35:5). 
 
P.f.: 68,3-69,4ºC 
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RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 12,04 (1H, s, OH-5); 9,61 (1H, s, OH-4´); 7,32 (2H, 
d, J=8 Hz, H-3´e H-5´); 6,80 (2H, d, J=12 Hz, H-2´e H-6´); 6,09 (2H, m, H-6 e H-8); 5,51 
(1H, dd, J1=4 Hz, J2=0 Hz, H-2); 5,16 (1H, d, J=8 Hz, H-1´´); 5,10 (1H, s, H-1´´´); 3,1-3,8 
(H´s da porção açúcar); 2,71 (1H, m, H-3´´´); 1,15 (3H, d, J=4 Hz, CH3 da ramnose); 0,75 
(3H, t, J=8 Hz, CH3 do butirato). 
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 197,31 (C-4); 172,59 (COMe); 164,64 (C-7); 
162,88 (C-5); 157,84 (C-4´); 128,64 (C-1´); 162,83 (C-9); 128,45 (C-2´); 128,36 (C-6´); 
115,18 (C-3´e C-5´); 103,36 (C-10); 100,46 (C-1´´); 97,27 (C-1´´´); 96,35 (C-6); 95,20 (C-8); 
78,78 (C-2); 76,88 (C-3´´); 75,96 (C-2´´); 73,73 (C-5``); 71,82 (C-4´´´); 70,47 (C-3´´´); 70,35 
(C-2´´´); 70,10 (C-4´´); 68,32 (C-5´´´); 63,23 (C-6´´); 42,26 (C-3); 18,04 (CH3 da ramnose); 
13,30 (CH3 do butirato). 
 
V.4.3. Acilação enzimática da rutina 
Num ensaio de rastreio típico, a uma solução de rutina (2 mg) em solvente (2 mL) e 
dador de acilo (0,1 mL), adicionou-se a enzima (2 mg) em frascos de 3 mL. Os frascos foram 
fechados e as suspensões foram agitadas a 175 rpm e 45ºC. As reacções foram monitorizadas 
por CCF durante 3 dias. De seguida, seleccionaram-se os melhores resultados para as reacções 
de maior escala. 
 
3´´, 4´´´- Diacetato de rutina, 3.9 
A uma solução de rutina (3.8, 300 mg; 0,49 mmol) em butanona (8 mL) e acetato de 
vinilo (2 mL), adicionou-se Novozym 435 (300 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 45º. 
Após 24 horas, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por 
último o 3´´, 4´´´- diacetato de rutina (3.9, 294,1 mg, 86,34%) foi isolado por cromatografia 
em coluna, clorofórmio/ metanol (5:2). 
P.f.: 189,5-191,7ºC 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 12,59 (1H, s, OH-5); 10,89 (1H, s, OH-7); 9,24 (1H, 
s, H-3);7,50 (2H, d, J=8 Hz, H-2´e H-6`); 6,85 (1H, d, J=8 Hz, H-5´) 6,39 (1H, s, H-8); 6,20 
(1H, s, H-6); 5,55 (1H, d, J=8 Hz, H-1´´); 4,84 (1H, t, J1=8 Hz, J2=12 Hz, H-3´´- acilada); 
4,62 (1H, t, J=8 Hz, H-4´´´- acilada); 4,45 (1H, s, H-1´´´); 3,0-3,8 (H-s do açúcar); 2,05 (3H, 
s, CH3 do grupo acetato); 1,90 (3H, s, CH3 do acetato); 0,73 (3H, d, J=8 Hz, CH3da ramnose). 
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RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 177,28 (C-4); 170,04 (COMe); 169,72 (COMe); 
164,21 (C-7); 161,24 (C-5); 156,46 (C-9); 156,39 (C-2); 148,48 (C-4´); 144,83 (C-3´); 133,07 
(C-3); 121,40 (C-6´); 120,98 (C-1´) 116,17 (C-2´); 115,27 (C-5´); 103,84 (C-10); 100,52 (C-
1´´); 100,38 (C-1´´´); 98,73 (C-6); 93,54 (C-8);79,18 (C-2´´); 77,49 (C-3´´); 75,14 (C-5´´); 
73,55 (C-4´´´); 71,87 (C-2´´´); 70,30 (C-4´´); 68,05 (C-3´´´); 65,73 (C-5´´´); 66,34 (C-6´´); 
21,10 (CH3 (OAc-C-3´´)); 20,73 (CH3 (OAc-C-4´´´)); 17,04 (CH3da ramnose). 
 
3´´, 4´´´- Dipropionato de rutina, 3.10 
A uma solução de rutina (3.8, 600 mg; mmol) em Butanona (8 mL) e propionato de 
vinilo (2 mL), adicionou-se Novozym 435 (550 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 45ºC. 
Ao fim de 2 dias adicionou-se mais enzima (100 mg) e manteve-se a agitação a 45ºC. Após 8 
dias, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por último o 
3´´, 4´´´- dipropionato de rutina (3.10, 443,7 mg, 62,91%) foi isolado por CCF preparativa, 
clorofórmio/ metanol (8:2). 
 
P.f.: 109,4-110,5ºC 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 12,55 (1H, s, OH-5); 7,50 (2H, s, H-2´e H-6`); 6,83 
(1H, d, J=8 Hz, H-5´) 6,29 (1H, s, H-8); 6,12 (1H, s, H-6); 5,53 (1H, d, J=8 Hz, H-1´´); 4,86 
(1H, t, J=8 Hz, H-4´´´- acilada); 4,65 (1H, t, J1=8 Hz, J2=12 Hz H-3´´- acilada); 4,46 (1H, s, 
H-1´´´); 2,6-4,4 (H-s do açúcar); 2,36 (2H, dd, J1=4 Hz, J2=8 Hz, CH2 do grupo propionato); 
2,19 (2H, dd, J=8 Hz, CH2 do grupo propionato); 1,05 (3H, t, J=8 Hz, CH3 do grupo 
propionato); 0,98 (3H, t, J=8 Hz, CH3 do grupo propionato); 0,75 (3H, d, J=8 Hz, CH3 da 
ramnose).  
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 176,99 (C-4); 173,46 (COMe); 173,07 (COMe); 
163,85 (C-7); 161,18 (C-5); 156,57 (C-9); 156,19 (C-2); 148,90 (C-4´); 144,99 (C-3´); 132,73 
(C-3); 121,50 (C-6´); 120,75 (C-1´) 115,97 (C-2´); 115,25 (C-5´); 104,08 (C-10); 100,77 (C-
1´´); 100,48 (C-1´´´); 99,29 (C-6); 93,80 (C-8); 77,38 (C-3´´); 75,16 (C-5´´);73,41 (C-4´´´); 
71,94 (C-2´´´);70,34 (C-2´´); 68,08 (C-4´´); 67,55 (C-3´´´);66,94 (C-6´´); 65,82 (C-5´´´); 
27,00 (CH2 do grupo propionato); 26,77 (CH2 do grupo propionato); 17,04 (CH3da ramnose); 
9,09 (CH3 do grupo propionato); 9,06 (CH3 do grupo propionato). 
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3´´, 4´´´- Dibutirato de rutina, 3.11 
A uma solução de rutina (3.8, 200 mg; 0,32 mmol) em butanona (5 mL) e butirato de 
vinilo (2 mL), adicionou-se Novozym 435 (250 mg) e a mistura reaccional foi agitada a 45º. 
Após 48 horas, a reacção estava completa. A enzima foi filtrada e o solvente evaporado. Por 
último o 3´´, 4´´´- dibutirato de rutina (3.11, 245,90 mg, 51%) foi isolado por CCF 
preparativa, clorofórmio/ metanol/água (8:2:0,1). 
 
P.f.: 197,8-199,0ºC 
 
RMN 
1
H: (400 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 12,57 (1H, s, OH-5); 7,49 (2H, d, J=12 Hz, H-2´e H-
6`); 6,85 (1H, d, J=8 Hz, H-5´) 6,34 (1H, s, H-8); 6,17 (1H, s, H-6); 5,56 (1H, d, J=8 Hz, H-
1´´); 4,86 (1H, t, J1=12 Hz, J2=8 Hz, H-4´´´- acilada); 4,65 (1H, t, J1=8 Hz, J2=12 Hz, H-3´´- 
acilada); 4,46 (1H, s, H-1´´´); 2,6-3,8 (H-s do açúcar); 2,31 (3H, dd, J1=4 Hz, J2=12 Hz, CH3 
do grupo butirato); 0,87 (3H, t, J=8 Hz, CH3 do grupo butirato); 0,74 (3H, d, J=4 Hz, CH3 da 
ramnose). 
 
RMN 
13
C: (100 MHz, DMSO-d6) δ ppm: 177,19 (C-4); 172,53 (COMe); 172,17 (COMe); 
164,89 (C-7); 161,21 (C-5); 156,46 (C-9); 148,58 (C-4´); 144,89 (C-3´); 132,39 (C-3); 121,37 
(C-6´); 120,92 (C-1´) 116,17 (C-2´); 115,25 (C-5´); 103,61 (C-10); 100,62 (C-1´´´); 100,36 
(C-1´´); 98,91 (C-6); 93,60 (C-8); 77,38 (C-3´´); 75,20 (C-5´´); 73,27 (C-4´´´); 71,93 (C-2´´´); 
70,37 (C-2´´); 68,10 (C-4´´) 67,53 (C-3´´´); 66,23 (C-6´´); 65,78 (C-5´´´); 35,64 (CH2 do 
grupo butirato); 35,29 (CH2 do grupo butirato); 18,02 (CH2 do grupo butirato); 17,96 (CH2 do 
grupo butirato); 17,04 (CH3da ramnose); 13,47 (CH3 do grupo butirato); 13,42 (CH3 do grupo 
butirato). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
CAPÍTULO VI 
 
 
 
 
 
 
 
BIBLIOGRAFIA 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bibliografia 
 
99 
 
 
VI. Bibliografia 
 
ABRAHAM, L.C.N. [et al] - Antioxidant flavonoid glycosides from the leaves of Ficus 
pumila L. Food Chem. 109, (2008), 415-420. 
AFANAS´EV, I.B.[et al] - Chelating and free radical scavenging mechanism of inhibitory 
action of rutin and quercetin in lipid peroxidation. Pharmacol. 38, (1989), 1763-1768. 
AIRES-BARROS - Biocatálise em solventes orgânicos. Boletim de Biotecnologia 72, (2002) 
1-11. 
AKESSON.B. [et al] - Lipolysis of polyenoic fatty acid esters of human chylomicrons by 
lipoprotein lipase.European Journal of Clinical Investigation. 19, (1989), 259-264. 
ALCALDE, M. [et al] - Environmental biocatalysis: from  remediation with enzymes to novel 
green processes. Trends in Biotechnology 24, (2006), 281-287.  
ALMEIDA, V.M. [et al] - Synthesis of naringin 6´´- ricinoleate using immobilized lipase. 
Chemistry Central Journal 6, 41, (2012), 1-7. 
AMAROWIZ, R. [et al] - Free-radical scavenging capacity and antioxidant activity of 
selected plant species from the Canadian prairies. Food chemistry 84, 4 (2004), 551-562. 
AN, S. [et al] - Investigation of the inclusion behavior of HP–b-cyclodextrin with polydatin in 
solution and its analytical application.Journal of molecular structure1037, (2013), 9-14. 
ANASTAS, P. T. ; KIRCHLOF, M. M. - Origins, current status, and future challenges of 
green chemistry. Acc. Chem. Res 35, 9 (2002), 686-694. 
ANNAPURNA, A. Cardioprotectiveactions of two bioflavonoids, quercetin and rutin, in 
experimental myocardial infarction in both normal and streptozotoc in-induced type I diabetic 
rats. J. Pharm. Pharmacol. 61, (2009), 1365-1374. 
BAN, S. [et al] - Effects of a bio-assay guided fraction from Polygonum cuspidatum root on 
the viability, acid production and  glucosyltranferase of mutans streptococci.  Fitoterapia 81, 
1 (2010), 30-34. 
BARBAYANNI, E. ; KOKOFOS. G. - Biocatalyzed Regio- and Chemoselective Ester 
Cleavage: Synthesis of Bioactive Molecules. ChemCatChem 4, 5 (2012), 592-602. 
BAUR, J. A. ; SINCLAIR, D. A. - Therapeutic potential of resveratrol: the in vivo evidence. 
Natural reviews 5, (2006), 493-506. 
BENAVENTE-GARCÍA, O. [et al] - Uses and properties of citrus flavonoids. J Agric Food 
Chem 45, (1997), 4505-4515. 
Bibliografia 
 
100 
 
BEZBRADICA, D. [et al] - Studies on the specificity of Candida rugosa lipase catalyzed 
esterification reactions in organic media. Journal of the Serbian Chemical Society 71, 1 
(2006), 31-41. 
BOHM, B.A - Introduction to flavonoids.  In Fruit and Vegetable Phitochemicals: Chemistry, 
Nutricional Value and Stability, Amsterdan: Harwood Academic Publishers (1998), 339-364. 
BOMMARIUS, A. S. ; RIEBEL, B. R. - Nucleophile catalysis.  In Biocatalysis. 
Fundamentals and Applications, Wiley-VCH (2004b), 261-268. 
BOMMARIUS, A. S. ; RIEBEL, B. R. - Introduction to biocatalysis. In Biocatalysis. 
Fundamentals and Applications, Wiley-VCH (2004a), 1-18. 
BORGDORF, R. ; WARWEL, S. - Substrate selectivity of various lipases in the esterification 
of cis- and trans-9-octadecenoic acid.  Applied Microbiology and Biotechnology 51, 4 (1990), 
480-485. 
BORGSTROM, B. ; BROCKMAN, H.L. - General featuresof lipolysis reaction scheme, 
interfacial structure and experimental approaches. In Lipase and Phospholipase Protocols. 
Elsevier, Amsterdam (1984), 3-46. 
BORS, W. ; MICHEL, C. ; SCHIKORA, S. - Interaction of flavonoids with ascorbate and 
determination of their univalent redox potentials: a pulse-radiolysis study, Free Radic Biol 
Med 19, (1995), 45-52. 
BOSLEY, JA. - Process for the esterification of carboxylic acids with tertiary alcohols using a 
lipase from Candida antarctica. US patent 5658769 5, (1997), 658-769. 
BOYCE, S. ; TIPTON, K.F. - Enzyme classification and Nomenclature. Encyclopedia of life 
sciences, 2005. 
BRADY, L. [et al] - A serine protease triad forms the catalytic center of triacylglycerl lipases. 
Nature 343, 6260 (1990), 767-770. 
BRAVO, L. - Polyphenols: Chemistry, dietary sources, metabolism, and nutritional 
significance. Nutrition Reviews 56, 11 (1998), 56317-56333. 
CAIS, H. J. ; THEIL, F. - Hydrolysis and formation of C-O bonds. In Enzyme Catalysis in 
Organic Systhesis; Eds. K. Drauz and H. Waldmann.Wiley-VCH (2002), 335-578. 
CANTERO,G. [et al] - TopoisomeraseI Iinhibition and high yield of endoreduplication 
induced by the flavonoids luteolin and quercetin. Mutagenesis 21, (2006), 321-325. 
CAO, G. ; SOFIC, E. ; PRIOR, RL. - Antioxidant and Prooxidant Behavior of Flavonoids: 
Structure-Activity Relationships. Free Radical Biology and Medicine 22, 5 (1997), 749-760. 
Bibliografia 
 
101 
 
CAO, J.G. [et al] - Characterization of  flavonoids from Dryopteris erythrosora and evaluation 
of their antioxidant, anticancer and acetylcholinesterase inhibition activities. Food and 
Chemical Toxicology 51, (2013), 242-250. 
CAPASSO, F. [et al] - Phytotherapy: A Quick Reference to Herbal Medicine. (2003) Springer 
Verlag: Heidelberg, Germany. 
CAPASSO, R. [et al] - Inhibitory effect of the antidepressant St. John’s wort (Hypericum 
perforatum) on rat bladder contractility in vitro. Urology 64, 1 (2004), 168-172. 
CAPASSO, R. [et al] - Inhibition of rat vas deferens contractions by flavonoids in vitro. J 
PharmPharmacol 58, 3 (2006), 381-384. 
CARREA, G. ; Riva, S. - Properties and synthetic applications of enzymes in organic 
solvents. Angew. Chem. Int. Ed. 39, (2000), 2226-2254. 
CASSIDY, A. [et al] - Isoflavones, lignans and stilbenes - origins, metabolism and potential 
importance to human health. J Sci Food Agric 80, 7 (2000), 1044-1062. 
CASTRO, J.P. ; FARIA, P. - Oxidação química com reagente de Fenton. Projecto de 
investigação. FEUP-DEQ, 2011. Disponível em http://paginas.fe.up.pt/~pea01028/PI.htm. 
CERVANTES-LAUREAN, D. [et al] - Inhibition of advanced glycation end product 
formation on collagen by rutin and its metabolites. J. Nutr. Biochem. 17, (2006), 531-540. 
CERVANTES-LAUREAN, D. ; JACOBSON, E.L. ; JACOBSON, M.K. Glycation and 
glycoxidation of histones by ADP-ribose. J. Biol. Chem. 271, (1996), 10461-10469. 
CHEBIL, L. [et al] - Enzymatic acylation of flavonoids: effect of the natures of the substrate, 
origin of lipase, and operating conditions on conversion yield and regioselectivity. J. Agric. 
Food Chem. 55, (2007), 9496-9502. 
CHEBIL, L. [et al] - Enzymatic acylation of flavonoids. Process Biochemistry 41, (2006), 
2237-2251. 
CHENG, Y. [et al] - Involvement of cell adhesion molecules in polydatin protection of brain 
tissues from ischemia-reperfusion injury. Brain Res. 1110, (2006c), 193-200. 
CHUA, L.S. - A review on plant-based rutin extraction methods and its pharmacological 
activities. Journal of Ethnopharmacology 150, (2013), 805-817. 
COS, S. [et al] - Influence of melatonin on invasive and metastatic properties of MCF-7 
human breast cancer cells. Cancer Research 58, (1998), 4383-4390.  
COTÉ, J. [et al] - Bioactive Compounds in Cranberries and their Biological Properties.Food 
Science and Nutrition 50, 7 (2010), 666-679.  
CROFT, K.D. - The chemistry and biological effects of flavonoids and phenolic acids.Ann. 
NY Acad. Sci. 854, (2006), 435-442. 
Bibliografia 
 
102 
 
DAVIS, B.G. ; BOYER, V. - Biocatalysis and enzymes in organic synthesis. The Royal 
Society of Chemistry 18, (2001), 618-640. 
DESCHNER, E.E. [et al] - Quercetin and rutin as inhibitors of azoxymethanol-induced 
colonic neoplasia. Carcinogenesis 12, (1991), 1193-1196. 
DHAKE, K.P. ; THAKARE, D.D. ; BHANAGE, B.M. - Lipase: A potential biocatalyst for 
the synthesis of valuable flavour and fragrance ester compounds. Flavour and fragrance 
journal 28, (2013), 71-83. 
DHAKE, K.P. [et al] - Improved activity and stability of rizhopus oryzae lipase by 
immobilization for citronellol ester synthesis in supercritical carbon dioxide. J. Biotech 156, 
(2011), 46-51. 
DU, Q. ; PENG, C. ; ZHANG, H. - Polydatin: A review of pharmacology and 
pharmacokinetics. Pharm. Biol. 51 (11), 2013, 1347-1354. 
DUAN, Y. [et al] - Effect of Molecular Sieves on Lipase-Catalyzed Esterification of Rutin 
with Stearic Acid. J. Agric. Food Chem. 54, (2006), 6219-6225. 
DUARTE-ALMEIDA, J.M. [et al] - Avaliação da actividade antioxidante utilizando sistema 
β-caroteno/ácido linoleico e método de sequestro de radicais DPPH•1. Ciên.Tecnol. Aliment. 
26(2), (2006), 446-452. 
DUNN P.J. - The importance of green chemistry in process research and development.Chem. 
Soc. Rev. 41 (4), (2012), 1452-1461. 
DUTHIE, S.J. ; Dobson,V.L. - Dietary flavonoids protect human colonocyte DNA from 
oxidative attack in vitro. Eur. J. Nutr. 38, (1999), 28-34. 
FABRIS, S. - Antioxidant properties of resveratrol and piceid on lipid peroxidation in 
micelles and monolamellar liposomes. Biophys Chem 135, (2008), 76-83. 
FENÁNDEZ-MAR, M.I. - Bioactive compounds in wine: Resveratrol, hydroxytyrosol and 
melatonin: A review. Food Chemistry 130, (2012), 797-813. 
FERRALI, M. [et al] - Protection against oxidative damage of erythrocyte membranes by the 
flavonoid quercetin and its relation to iron chelating activity.FEBS Lett 416, (1997), 123-9. 
GALEY, J.B. - Potencial use of iron chelators against oxidative damage.Adv. Pharmacol. 38, 
(1997), 167-203.  
GARCÍA-JUNCEDA, E. - Enzymes in the synthesis of bioactive compounds: the prodigious 
decades. Bioorg. Med. Chem. 12, (2004), 1817-1834. 
GARCÍA-LAFUENTE, A. [et al] - Flavonoids as anti-inflammatory agents: implications in 
cancer and cardiovascular disease. Inflammation Research 58 (9), (2009), 537-552. 
Bibliografia 
 
103 
 
GIBELLINI, L. - Quercetin and cancer chemoprevention.Evidence-Based Complementary 
and Alternative Medicine 2011, (2011), 1-15. 
GHANEM, A. - Trends in lipase-catalyzed asymmetric access to 
enantiomericallypure/enriched compounds. Tetrahedron 63, (2007), 1721-54. 
GONZAGA DE OLIVEIRA, L. ; MANTOVANI, S.M. - Transformações biológicas: 
contribuições e perspectivas. Quim. Nova 32 (3), (2009), 742-756. 
GONNET, J.F. - Colour effects of co-pigmentation of anthocyanins revisited-2. A 
colorimetric look at the solutions of cyanin copigmented by rutin using the CIELAB 
scale.Food Chem. 66, (1999), 387-394. 
GULDER, T. - Biocatalysis. Baran Group Meeting. 2009. 
GUPTA, R. ; GUPTA, N. ; RATHI, P. Bacterial lipases: an overview of production, 
purification and biochemical properties. Appl Microbiol Biotechnol 64,(2004), 763-81. 
GUTMAN, A.L. ; SHAPIRA, M. - Synthetic Applications of Enzymatic Reactions in Organic 
Solvents. Adv. Biochem. Eng. Biotechnol 52, (1995), 87-128. 
HALLING, J.P. - What can we learn by studying enzymes in non-aqueous? Philos Trans R 
Soc Lond B Biol Sci 359, (2004), 2853-2855.  
HALLIWELL, B. - Antioxidants in Human Health and Disease. Annual Review of Nutrition 
16, (1996), 33-50. 
HALLIWELL, B.; GUTERRIDJE, J. M. C. - In Free Radicals in Biology and 
Medicine.Oxford University Press: Oxford, 1998. 
HANASAKI, Y. ; OGAWA, S. ; FUKUI, S. - The correlation between active oxygens 
scavenging and antioxidative effects of flavonoids. Free Radical Biology and Medicine 16, 6 
(1994), 845-850.  
HANRAHAN, M.P. [et al] - Randomized clinical trial of the effectiveness of a bond-based 
advanced practice psychiatric nurse intervention: Outcomes for individuals with serious mental 
illness and HIV. Nursing Research and Practice (2011), 1-10. 
HAO, H.H. [et al] - Preventive effects of rutin on the development of experimental diabetic 
nephropathy in rats.Life Sci. 91, (2012), 959-967. 
HARI KRISHNA, S. - Developments and trends in enzyme catalysis in non-conventional 
media. Biotech. Adv. 20, (2002), 239-267. 
HEIM, K. E. [et al] - Flavonoid antioxidants: chemistry, metabolism and structure-activity 
relationship. Journal of Nutritional Biochemistry 13, (2002), 572-584. 
HERTOG, M.G.L. [et al] - Flavonoid intake and long-term risk of coronary heart disease and 
cancer in the seven countries study. Arch. Intern. Med. 155, (1995), 381-386. 
Bibliografia 
 
104 
 
HIRANO, R. [et al] - Antioxidant ability of various flavonoids against DPPH radicals and LDL 
oxidation. J Nutr Sci Vitaminol 47, (2001), 357-62. 
HODNICK, W.F. [et al] - Inhibition of mitochondrial respiration and production of toxic 
oxygen radicals by flavonoids: a structure-activity study. Biochem Pharmacol. 35, (1986), 
2345-2357. 
HOH, D.C. ; VILLELA, M. - The enzyme classification. In industrial Biotransformations 
2006, Wiley-VCH, 37-59. 
HOLLIGER, E. ; JAEGER, K. - Chemical biotechnology - a marriage of convenience and 
necessity. Curr Opin Biotechnol 21, (2010), 711-712. 
HOLLMAN, P.C. ; KATAN, M.B. - Dietary flavonoids: intake, health effects and 
bioavailability. Food Chem Toxicol.37, (1999), 937-42. 
HOLVOET, P. - Oxidized LDL and coronary heart disease. Acta Cardiologica 59 (5), (2004), 
479-484. 
IDRIS, A. ; BUKHARI, A. - Immobilized Candida antarctica lipase B: Hydration, stripping 
off and application in ring opening polyester synthesis. Biotechnology Advances 30, 3 (2012), 
550-563. 
ILLANES, A. - Recent trends in biocatalysis engineering. Bioresource Technology 15, 
(2012), 48-57. 
ISMAIL, N. ; ALAM, M. - A novel cytotoxic flavonoid glycoside from Physalis 
angulata.Fitoterapia 7, 6 (2001), 676-679. 
ISHIHARA, K. [et al] - Enzymatic preparation of arbutin derivatives: Lipase-catalyzed direct 
acylation without the need of vinyl ester as an acyl donor. Journal of Bioscience and 
Bioengineering 109, 6 (2010), 554-556. 
JENSEN, R.G. - Characteristics of the lipase from the mold, Geotrichum candidum: a review. 
Lipids 9, (1974), 149-57. 
JENSEN, R.G. ; DEJONG, F.A; CLARK, R.M. - Determination of lipase specificity. Lipids 
18,(1983), 239-52. 
JI, H. [et al] -  Polydatin modulates inflammation by decreasing NF-kB activation and 
oxidative stress by increasing Gli1, Ptch1, SOD1 expression and ameliorates blood-brain 
barrier permeability for its neuroprotective effect in pMCAO rat brain. Brain Res Bulletin 87, 
(2012), 50-9. 
JIANG, P. [et al] - Rutin and flavonoid contents in three buckwheat species Fagopyrum 
esculentum, F. tataricum, and F. homotropicum and their protective effects against lipid 
peroxidation. Food Res. Int. 40, (2007), 356-364. 
Bibliografia 
 
105 
 
JIN, S. [et al] - Biotransformation of polydatin to resveratrol in Polygonum cuspidatum roots 
by highly immobilized edible Aspergillus niger and Yeast. Bioresource Technology 136, 
(2013), 766-770. 
JONES, Q.R. [et al] - Target-based selection of flavonoids for neurodegenerative disorders. 
Trends Pharmacol Sci. 33, 11, (2012): 602-610. 
KAKI, S.S. ; GREY, C. ; ADLERCREUTZ, P. - Bioorganic synthesis, characterization and 
antioxidant activity of esters of natural phenolics and α-lipoic acid. Journal of Biotechnology 
157, (2012), 344-349. 
KASIOTIS, K.M. [et al] - Resveratrol and related stilbenes: Their anti-aging and anti-
angiogenic properties. Food and Chemical Toxicology 61, (2012), 112-120.  
KATSOURA, M.H. [et al] - Use of ionic liquids as media for the biocatalytic preparation of 
flavonoid derivatives with antioxidant potency. Journal of Biotechnology 123, (2006), 491-
503. 
KIM, J.A. [et al] - Protective Effect of Components Isolated from Lindera erythrocarpa 
against Oxidative Stress‐induced  Apoptosis of H9c2 Cardiomyocytes. Phitotherapy Research 
25, (2011), 1612-1617. 
KLIBANOV, A. M. - Improving enzymes by using them in organic solvents. Nature 409, 
(2001), 241-246. 
KNEKT, P. [et al] - Flavonoid intake and risk of chronic diseases. Am. J. Clin. Nutr. 76, 
(2002), 560-568. 
KORKMAZ, A. ; KOLANKAYA, D. - Protective effect of rutin on the ischemia/ reperfusion 
induced damage in rat kidney. J. Surg. Res. 164, (2010), 309-315. 
KUO, S-J. ; PARKIN, K.L. - Substrate preferences for lipase mediated acyl-exchange 
reactions with butteroil are concentration-dependent. J Am Oil Chem Soc. 70, (1993), 393-9. 
LA CASA, C. - Evidence for protective and antioxidante properties of rutin, a natural flavone, 
against etanol induced gastric lesions.J. Ethnopharmacol. 71, (2000), 45-53. 
LANZILLI, G. [et al] - Anti-inflammatory effect of resveratrol and polydatin by in vitro IL-
17 modulation. Inflammation 35, (2012), 240-8. 
LESSCHAEVE, I. ; NOBLE, A.C. - Polyphenols: factors influencing their sensory properties 
and their effects on food and beverage preferences
1-3
. Am J Clin Nutr. 81, 1 (2005), 3305-
3355. 
LI, R.P. [et al] - Polydatin protects learning and memory impairments in a rat model of 
vascular dementia. Phytomedicine 19, (2012), 677-81. 
Bibliografia 
 
106 
 
LI, Y. ; CAO, Z. ; ZHU, H. – Up-regulation of endogenous antioxidants and phase 2 enzymes 
by the red wine polyphenol, resveratrol in cultured aortic smooth muscle cells leads to 
cytoprotection against oxidative and electrophilic stress. Pharmacological Research 53, 1 
(2006), 6-15. 
LIU, H. [et al] - Reactive oxygen species-mediated endoplasmic reticulum stress and 
mitochondrial dysfunction contribute to polydatin-induced apoptosis in human 
nasopharyngeal carcinoma CNE cells. J Cell Biochem.112, (2011), 3695-703. 
LONG, K. [et al] - Substrate preference of mycelium-bound lipase from a strain of 
Aspergillus flavus Link. Biotechnol Lett. 20, (1998), 369-72. 
LOTITO, S.B. ; FREI, B. - Consumption of flavonoid-rich foods and increased plasma 
antioxidant capacity in humans: Cause, consequence, or epiphenomenon? Free Radical 
Biology and Medicine 41, 12 (2006), 1727-1746. 
MACÊDO, C.L. [et al] - Spasmolytic effect of galetin 3,6-dimethyl ether, a flavonoid 
obtained from Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke. J Smooth Muscle Res 47, (2011), 183. 
MACRAE, A.R. ; HAMMOND, R.C. - Present and future applications of lipases. Biotech 
Genet Eng Rev. 3, (1985), 193-217. 
MANACH, C. [et al] - Bioavailability and bioefficacy of polyphenols in humans. I. Review of 
97 bioavailability studies
1,2,3
. Am. J. Clin. Nutr. 81, 1 (2005), 2305-2425.
 
MANACH, C. [et al] - Polyphenols: food sources and bioavailability. Am. J. Clin. Nutr. 79, 
(2004), 727-747. 
MARTÍN-MATUTE, B. ; BACKVALL, J-E. - Dynamic kinetic resolution catalyzed by 
enzymes and metals. Current Opinion in Chemical Biology 11, (2007), 226-232. 
MATWEW, S. ; HEDSTROM, M. , ADLERCREUTZ P. - Enzymatic synthesis of piceid 
glycosides by cyclodextrin glucanotransferase. Process Biochemistry 47, (2012), 527-532. 
MELLOU, F. [et al] - Enzymatic esterification of flavonoids with unsaturated fatty acids: 
Effect of the novel esters on vascular endothelial growth factor release from K562 cells. 
Process Biochem. 41, (2006), 2029-2034. 
MELLOU, F. [et al] - Biocatalytic preparation of acylated derivatives of flavonoid glycosides 
enhances their antioxidant and antimicrobial activity. J Biotechnol 116, (2005), 295-304. 
MERKEN, H. M. ; BEECHER, G. R. - Measurement of food flavonoids by high performance 
liquid chromatography: a review. Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, (2000), 
577-599. 
Bibliografia 
 
107 
 
MIDDLETON, E. ; KANDASWAMI, C. ; THEOHARIDES, T. C. - The effects of plant 
flavonoids on mammalian cells: implications for inflammation, heart disease and cancer. 
Pharmacological Reviews 52, (2000), 673-751. 
MILDE, J. ; ELSTNER, E.F. ; GRASSMANN, J. - Synergistic inhibition of low-density 
lipoprotein oxidation by rutin, gamma-terpinene, and ascorbic acid. Phytomedicine 11, 
(2004), 105-113. 
MILLER, C. - Characteristics of an immobilized lipase from the commercial synthesis of 
esters. J Am Oil Chem Soc. 65, (1988), 927-31. 
MLADÊNCA, P. [et al] - In vitro interactions of coumarins with iron. Biochimie 92, 6 (2010), 
1108-114. 
MURALIDHAR, R. V. - Understanding lipase stereoselectivity. World J. Microbiol. 
Biotech.18, (2002), 8-87. 
NAGASAWA,T. [et al] - Suppression of early and advanced glycation by dietary water-
soluble rutin derivative in diabetic rats. Int. Congr. Ser. 1245, (2002), 403-405. 
NIJVELDT, R.J. [et al] - Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and 
potential applications. Am J Clin Nutr. 74, (2001), 418-25. 
O’HAGAN, D. ; ZAIDI, N.A. - The resolution of tertiary-acetylene-acetate esters by the 
lipase from Candida cylindracea. Tetrahedron: Asymmetry 5, (1994), 1111-8. 
PACE-ASCIAK, C.R. [et al] - The red wine phenolics trans-resveratrol and quercetin block 
human platelet aggregation and eicosanoid synthesis: implications for protection against 
coronary heart disease. Clin.Chim. Acta 235, (1995), 207-219. 
PAREJO, I. [et al] - Acylated quercetagetin glycosides with antioxidant activity from Tagetes 
maxima. Phytochemistry 66, (2005), 2356-2362. 
PARK, S.E. [et al] - Kaempferol acts through mitogen-activated protein kinases and protein 
kinase B/AKT to elicit protection in a model of neuroinflammation in BV2 microglial cells. 
Br J Pharmacol. 164, 3 (2011), 1008-1025. 
PATEL, R. N. Biocatalysis: Synthesis of chiral intermediates for pharmaceuticals. Curr. Org. 
Chem. 10, (2006), 1289-1321. 
PERSSON, M. [et al] - Preparation of lipases for use in organic solvents. Enzyme and 
Microbial Technology 31, 6 (2002), 833-841. 
PIETTA, P.G. - Flavonoids as antioxidants. J. Nat. Prod. 63, (2000), 63, 1035-1042. 
PINTO, R. - Química Farmacêutica Verde. Indústria e Ambiente 74, (2012), 1-4. 
PLEISS, J. ; FISCHER, M. ; SCHMID, R.D. - Anatomy of lipase binding sites: the scissile 
fatty acid binding site. Chem Phys Lipids 93, (1998), 67-80. 
Bibliografia 
 
108 
 
PROCHÁZKOVA, D. ; BOUSOVÁ, I. ; WILHEMOVÁ, N. Antioxidant and prooxidant 
properties of flavonoids. Fitoterapia 80, (2011), 513-523. 
PUUPPONEN-PIMIA, R. [et al] - Antimicrobial properties of phenolic compounds from 
berries. Journal of Applied Microbiology 90, (2001), 494-507. 
RAVISCHANKAR, D. [et al] - Flavonoids as prospective compounds for anti-cancer therapy. 
The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 45, (2013), 2821-2831. 
REETZ, M.T. - Laboratory Evolution of Stereoselective Enzymes: A Prolific Source of 
Catalysts for Asymmetric Reactions. Angew. Chem. Int. Ed. 50, (2011), 138-174. 
REYNOLDS, J.E.F. - Martindale - The Extra Pharmacopoeia, 31st ed. The Royal 
Pharmaceutical Society, Council of the Royal Pharmaceutical Societyof Great Britain, 
London, (1996), 1679-1680. 
RIMM, E.B. [et al] - Relation between intake of flavonoids and risk for coronary heart disease 
in male health professionals. Ann. Intern. Med. 125, (1996), 384-389. 
RIVIÈRE C. [et al] - New stilbene dimers against amyloid fibril formation. Bioorg Med Chem 
Lett. 20, (2010), 3441-3. 
ROMANO, B. [et al] - Novel Insights into the Pharmacology of Flavonoids. Phytotherapy 
Research 27 (2013), 1588-1596. 
SAMMAN, S. ; LYONS WALL, P. M. ; COOK, N. C. - Flavonoids and coronary heart 
disease: Dietary perspectives. In C. A. Rice-Evans & L. Packer (Eds.), Flavonoids in health 
and disease (1998), New York: Marcel Dekker, 469-482. 
SANDSTRON, A.G. [et al] - Directed evolution of Candida antarctica lipase A using an 
episomaly replication yeast plasmid. Protein Eng. Des. Sel. 22, (2009), 413-420.  
SANGEETA, M. ; CHANDRASEKARAN, S.M. ; WANGIKAR P.P. - Method for lipase-
catalyzed carbonate synthesis via one- and two-step alkoxycarbonylation reactions. 
Biotechnol Prog. 19, (2003), 332-7. 
SAXENA, R.K. [et al] - Microbial lipases: potential biocatalysts for the future. Curr Sci. 77, 
(1999), 101-15. 
SCHMID, R.D. ; VERGER, R. - Lipases: interfacial enzymes with attractive applications. 
Angew Chem Int Ed 37, (1998), 1608-33. 
SCHULZE, B.; WUBBOLTS, M. G. - Biocatalysis for industrial production of fine 
chemicals. Curr. Op. Biotech. 10, (1999), 609-615. 
Sharma, S. [et al] - Amelioration of collagen-induced arthritis by Salix nigra bark extract via 
suppression of pro-inflammatory cytokines and oxidative stress. Food Chem. Toxicol. 49, 
(2011), 3395-3406.  
Bibliografia 
 
109 
 
SHEN, S.C. [et al] - In vitro and in vivo inhibitory activities of rutin, wogonin, and quercetin 
on lipopolysaccharide induced nitric oxide and prostaglandin E2 production. Eur. J. 
Pharmacol. 446, (2002), 187-194.  
SERGEEVA, M.V. - Lipase-catalyzed transamidation of non-activated amides in organic 
solvent. Biotechnol Lett 22, (2000), 1419-22. 
SETH, S. [et al] - An insight into plant lipase research – challenges encountered. Protein 
Expression and Purification 95, (2014), 13-21.  
SHAFIOUL, A.S.M. ; CHEONG, S.C. - Lipase catalyzed kinetic resolution of rac-2-
phenylpropan-1-ol derivatives asbuilding block for phenolic sesquiterpenes. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic 74, (2012), 199-203. 
SHENG, C. [et al] - Hypotensive resuscitation combined with polydatin improve 
microcirculation and survival in a rabbit model of uncontrolled hemorrhagic shock in 
pregnancy. J Surg Res 168, (2011), 103-10. 
SILVA, F. [et al] - Strategies to improve the solubility and stability of stilbene antioxidants: A 
comparative study between cyclodextrins and bile acids. Food Chemistry 145, (2014), 115-
125. 
SPENCER, J.P.E. [et al] - The impact of fruit flavonoids on memory and cognition. Br. J. 
Nutr. 104, (2010), 40-47. 
SPENCER, J.P. 2012. [et al] - Neuroinflammation: modulation by flavonoids and 
mechanismsof action. Mol Aspects Med 33, 1 (2012), 83-97. 
STANLEY MAINZEN PRINCE, P. ; KAMALAKKANNAN, N. - Rutin improves glucose 
homeostasis in streptozotocin diabetic tissues by altering glycolytic and gluconeogenic 
enzymes. J. Biochem. Mol. Toxicol. 20, (2006), 96-102. 
STERGIOU, P-Y. [et al] - Advances in lipase-catalyzed esterification reactions. 
Biotechnology Advances 31, (2013), 1846-1859. 
SU, D. [et al] - Comparision of Piceid and Resveratrol in Antioxidation and Antiproliferation 
Activities In Vitro. Plos One 8, 1 (2013), 1-13. 
TORRES, P. [et al] - Regioselective Lipase-Catalyzed Synthesis of 3-O-Acyl Derivatives of 
Resveratrol and Study of Their Antioxidant Properties. J.Agric. Food Chemistry 58, (2010), 
807-813. 
UEDA, S. [et al] - Baicalin induces apoptosis via mitochondrial pathway as prooxidant. 
Molecular Immunology 38, 10 (2002), 781-791. 
UHLIG, H. - Industrial enzymes and their applications. New York: John Wiley & Sons; 1998. 
Bibliografia 
 
110 
 
UMAR, S. [et al] - Protective effect of rutin in attenuation of collagen-induced arthritis in 
Wistarrat by inhibiting inflammation and oxidative stress. Indian J. Rheumatol.7, (2012), 191-
198. 
VAKHLU, J. ; KOUR, A. - Yeast lipases: enzyme purification, biochemical properties and 
gene cloning. E.J.Biotechnol. 9, (2006), 69-85. 
VAN ACKER, S.A. [et al] - Flavonoids as scavengers of nitric oxide radical. Biochem 
Biophys Res Commun 214, (1995), 755-9. 
VAN der LOGT, E.M. [et al] - Induction of rat hepatic and intestinal UDP 
glucuronosyltransferases by naturally occurring dietary anticarcinogens. Carcinogenesis 24, 
(2003), 1651-1656. 
VISKUPICOVA, J. [et al] - Lipophilic rutin derivatives for antioxidant protection of oil-based 
foods. Food Chemistry 123, (2010), 45-50. 
WAN, X. [et al] - Polydatin - A new mitochondria protector for acute severe hemorrhagic 
shock treatment. Expert Opin Investig Drugs 22, (2013), 169-79. 
WEBSTER, R.P. ; GAWDE, M.D. ; BHATTACHARYA, R.K. - Protective effect of rutin, a 
flavonol glycoside, on the carcinogen-induced DNA damage and repair enzymes in rats. 
Cancer Lett. 109, (1996), 185-191. 
WEN, H. ; SHI, W. ;  QIN, J. - Multiparameter evaluation of the longevityin C. elegans under 
stress using an integrated microfluidic device. Biomed Microdevices 14, (2012), 721-8. 
WENZEL, E. [et al] - Bioactivity and metabolism of trans–resveratrolorally administered to 
Wistar rats. Molecular Nutrition and Food Research 49,5 (2005), 482-494. 
WHITEHEAD, T. P. [et al] - Effect of red wine ingestion on the antioxidant capacity of 
serum. Clinical Chemistry 41, 1 (1995), 32-35. 
XANTHAKIS, E. [et al] - Enzymatic transformation of flavonoids and terpenoids: Structural 
and functional diversity of the novel derivatives*. Pure Appl. Chem. 82, 1 (2010), 1-16. 
XIE, X. [et al] - Polydatin ameliorates experimental diabetes-induced fibronectin through 
inhibiting theactivation of NF-kB signaling pathway in rat glomerular mesangialcells. Mole 
Cell Endocrinol. 362, (2012), 183-93. 
XU, C.Y. [et al] - Effect of polydatin on expression of cdk5 in the prefrontal cortex of rats 
with chronic alcoholism. Chin JAppl Physiol. 28:158-9, 188. 
YAO, J. [et al] - Polydatin ameliorates DSS-induced colitis in mice through inhibition of 
nuclear factor-kappaB activation. Planta Med 77, (2011), 421-7. 
Bibliografia 
 
111 
 
YEH, S.L. [et al] - Pro-oxidative effect of β-carotene and the interaction with flavonoids on 
UVA-induced DNA strand breaks in mouse fibroblast C3H10T1/2 cells. J Nutr Biochem.16, 
(2005), 729-35. 
YEO, S-H. ; NIHIRA, T. ; YAMADA, Y. Screening and identification of a novel lipase 
from Burkholderia sp. YY62 which hydrolyses t-butyl effectively. Appl Microbiol Biotechnol. 
51, (1998), 480-5. 
YOUNG, I. S. ; WOODSIDE, J. V. Antioxidants in health and disease. J. Clin. Pathol. 54, 
(2001), 176-86. 
YUAN, M. [et al] - Polydatin (PD) inhibits IgE-mediated passive cutaneous anaphylaxis in 
mice by stabilizing mast cellsthrough modulating Ca2þ mobilization. Toxicol Appl Pharmacol 
264, (2012), 462-9. 
ZAKS, A. ; KLIBANOV, A. M. - Enzymatic catalysis in organic media at 100º C. Science 
224, (1984), 1249-1251. 
ZHANG, L.P. [et al] - Polydatin attenuates ischemia/reperfusion-induced apoptosis in 
myocardium of the rat. Acta Physiol Sin 61, (2009), 367-72. 
ZHANG, L.P. [et al] - Protective effect of polydatin against ischemia/reperfusion injury in rat 
heart. Acta Physiol Sin 60, (2008a), 161-8. 
ZHAO, K.S. [et al] - The mechanism of polydatin in shock treatment. Clin Hemorheol 
Microcirc 29, (2003), 211-17. 
ZHENG, X.K. [et al] - Anti-diabetic activity and potential mechanism of total flavonoids of 
Selaginella tamariscina (Beauv.) Spring in rats induced by highfat diet and low dose STZ. J 
Ethnopharmacol137, 1 (2011), 662-668. 
ZHU, S. - Lipase-catalyzed synthesis of acetylated EGCG and antioxidant properties of 
theacetylated derivatives.Food Research International 56, (2014), 279-286. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
